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1.INTRODUCCION

1. 1. ASTROCITOMAS CEREBRALES ALTO GRADO

El glioblastoma multiforme es el tumor primario mas frecuente en el sistema nervioso
central, siendo uno de los tumores malignos mas complejos de tratar. De hecho en las
ultimas siete décadas solo a aumentado en 7 meses la supervivencia. Son tumores con
dificil tratamiento quimioterapico por la pobre penetrancia a través de la Barrera
Hematoenecefalica. Durante mucho tiempo se ha considerado que el tratamiento del
glioblastoma multiforme (GBM) es de indole paliativo, sin esperanza de cura,

convirtiéndose en una patologia de alta mortalidad (1,2).

El glioblastoma multiforme ocurre mas frecuentemente en africanos, latinos y asiaticos;
se pueden diferenciar basicamente dos tipos de glioblastoma: el glioblastoma de novo o
primario, que se manifiesta tardiamente con una media de 55 afios y una historia clinica
de corta duracion y el glioblastoma secundario, que afecta principalmente a personas
jovenes con una media de 40 afios y es un glioblastoma, originado de la progresion
histologica de una lesiéon de menor grado (ILIII) hasta grado I'V. La evidencia (3,4,5) ha
revelado que en estos dos tipos de glioblastomas tienen diferentes vias genéticas de

desarrollo.

En Occidente el glioblastoma multiforme se constituye en el tumor primario del sistema
nervioso mas frecuente, con alrededor de 3/100.000 personas nuevas diagnosticadas al
afio, representando mas del 51% de todos los gliomas. La Organizacion Mundial de la
Salud establece su diagndstico basada sobre sus caracteristicas histologicas,

correlacionado au vez con el pronostico y la supervivencia.

El glioblastoma que representa en la clasificacion de la OMS el astrocitoma grado IV es

el mas agresivo (6,7,8)
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Muchos glioblastomas se originan de forma esporaddica excepto los asociados a
entidades como el sindrome de Turcot o sindrome de Li-Fraumeni. Se han estudiado
factores como el tabaco, la dieta, la radiacion ionizante, teléfonos moéviles, exposicion a
campos electromagnéticos, estatus socioeconémico y nivel educativo, como también
factores de riesgo médicos como alergias, estatus inmunoldgico e infecciones virales.
No ha surgido evidencia de ninguna de las anteriores excepto la exposicion a
radiaciones ionizantes. Es importante mencionar que pacientes jovenes y con un alto
porcentaje en la escala de Karnofsky al momento del diagnostico se asocia con mayor

supervivencia (9,10)

Resulta interesante que el estudio CE3 realizado por el Instituto Nacional de Céancer de
Canada y la organizacion Europea para la investigacion y el tratamiento del cancer haya
mostrado el beneficio de la terapia adyuvante con el uso concomitante de temozolamida
y radioterapia seguida por uso de seis meses de temozolamida. La aplicacion terapéutica
de la temozolamida a la radioterapia se asocié con un incremento de hasta 2,5 veces en
la tasa de sobrevida a los dos afios, la supervivencia se incremento en 2,5 meses y la

reduccion relativa del riesgo de muerte en 37%.

Histologicamente los glioblastomas presentan multiples patrones arquitecturales y
citologicos que estan en correlacion con su apellido de multiforme. Independientemente
de tipo de glioblastoma, el origen de la celula es glial, sin embargo este puede originarse
sobre tejido glial astrocitario, oligodendroglial o ependimario. Los tumores varian en un
espectro de celulas monomorficas (incluso pequenas) hasta células muy pleomorficas
con bizarrismo e hipercromatismo nuclear. Se asocia un incremento de la actividad
mitotica, proliferacion endotelial vascular de patron glomeruloide y necrosis, esta
ultima casi siempre en patron de empalizada . Resulta interesante que a pesar de las
propiedades altamente invasivas y proangiogénicas del glioblastoma el hecho de que no

metastatiza fuera del sistema nervioso (11, 12,13,14)
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El glioblastoma (grado IV de la OMS), conocido también como glioblastoma
multiforme, se genera a partir de un astrocitoma difuso o de un astrocitoma anaplésico,
pero mas frecuentemente se presenta de novo sin manifestacion de un precursor menos
maligno. Histologicamente, este tumor es un glioma celular anaplasico compuesto por
células tumorales astrociticas, escasamente diferenciadas, generalmente pleomorficas,
con atipia nuclear marcada y actividad mitdtica enérgica. El glioblastoma secundario es
el término empleado para describir un glioblastoma que se desarrolld a partir de un

astrocitoma difuso o de un astrocitoma anaplésico.

1.2 HALLAZGOS RADIOLOGICOS ASTROCITOMAS ALTO GRADO

La TAC y los datos clinicos del paciente, pueden ser suficientes para el diagnostico
certero de un glioma. El uso de material de contraste endovenoso mejora
significativamente la agudeza diagnéstica y contribuye a distinguir un tumor intraaxial
de otras entidades como la desmielinizacidon, infartos, abscesos intracraneales,
granulomas, gliosis, malformaciones vasculares, etcétera.

Aproximadamente el 98 % de los gliomas malignos son detectados por la TAC en el
momento de iniciar sus sintomas.

Segun algunos autores, el intervalo de tiempo entre un resultado tomografico negativo y
el descubrimiento del tumor en un nuevo estudio con TAC puede variar entre 2 y 9
meses (15). La sospecha de un tumor intracraneal no demostrada por imagen
tomografica, debe ser aclarada con un estudio de RMN.

Es importante describir como hallazgos radioldgicos: La cantidad de lesiones,
localizacién, forma, tamafio y margenes del tumor; presencia de quistes, hemorragias,
calcificaciones o necrosis intratumoral, grado de edema peritumoral, existencia de
desplazamiento de estructuras de la linea media, captacion o no de contraste. Estas
caracteristicas nos pudieran sugerir la composicioén quistica de la lesion y en algunos
casos, predecir el pronostico de ella (15,16,17,18,19,20,21).

La densidad tumoral con respecto al parénquima cerebral puede ser hipodensa, isodensa
o hiperdensa. El aspecto mas comun de todos los tipos de gliomas astrociticos es
hipodenso, pero varia en funcion de lesiones mas o menos malignas. Las lesiones de
bajo grado de malignidad habitualmente son de forma regular y bien definidas. El area

de baja densidad puede representar la parte solida del tumor o un componente quistico,
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el edema peritumoral es escaso o estd ausente y pocas lesiones captan contraste
homogeneamente (21,22).

En el caso de los gliomas anaplasicos el area de baja densidad es mas irregular y esta
pobremente definida, el edema se presenta en el 90 % de los casos y puede provocar
desplazamiento de estructuras de la linea media y colapso del sistema ventricular
ipsilateral al tumor. Pueden captar contraste de forma variable, algunos incluso lo hacen
de forma homogénea y simulan la apariencia tomografica de los meningiomas. Otros
gliomas malignos no captan contraste y es posible confundirlos con lesiones de baja
malignidad, de ahi la importancia del diagnostico histologico definitivo en todos los
casos de sospecha de astrocitoma de alto grado. En ocasiones los astrocitomas fibrilares
de bajo grado y su lento crecimiento se manifiesta como una tumoraciéon con los bordes
difusos e irregulares, mientras que el glioblastoma multiforme se presenta con los

bordes definidos y bien limitados (15).

La RMN se considera superior a la TAC en el estudio de los tumores neuroepiteliales.
Permite detectar tumores no identificados por la tomografia, ofrece mayor detalle
morfoldgico de la lesion, delimita sus bordes, la forma e incluso diferencia las distintas
partes quisticas del tumor después del uso de contraste endovenoso (gadolinio). Se
asume que una lesion tumoral que no capta contraste es un tumor de bajo grado.

La RMN permite una rapida adquisicion de imagenes. Esta exenta del uso de yodo y la
exposicion a radiaciones ionizantes. Es mas sensible que la TAC para diferenciar el
tejido normal del patologico; evita los artefactos a causa de huesos o superposiciones,
por lo que se logra una mejor calidad de imagenes sobre todo de fosa posterior y base de
craneo.En el caso especifico del astrocitoma anaplésico, éste se observa hipointenso en
T1 e hiperintenso en T2, el tejido tumoral aparece mas homogéneo y se realza
intensidad tras el uso de agentes de contraste.

Para el diagnostico del glioblastoma multiforme se considera la prueba de eleccion y
evidencia la variada composicion del tumor, asi como la distorsion de las estructuras
por su efecto masa. La region de necrosis central es hipointensa en T1, el resto de los
componentes solidos del tumor se "encienden" posterior a la administracion de
contraste. En T2 el tumor se aprecia hiperintenso y el edema peritumoral se observa

prolongado en T1y T2 (18).
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El desarrollo de la resonancia magnética angiografica ha ofrecido imagenes del flujo
sanguineo dentro de los vasos cerebrales sin inyeccion de agentes de contraste. La RMN
y la resonancia magnéticade perfusion constituyen métodos no invasivos de medicion
de importantes variables biomédicas, cada vez con nuevas posibilidades de medicion
del flujo sanguineo cerebral y de actividad cerebral.

Nuevas técnicas de RMN imagenoldgica proveen informacion adicional en relacion con
la afeccion tumoral y la funcién cortical, asi tenemos la RMNF y la RMN
espectroscopica. La RMNF se basa en el principio fisico de la obtencion de imagenes en
dependencia del nivel de oxigenacion de la sangre. Permite estimar el volumen
sanguineo cerebral en determinadas areas del tejido, correlacionar el volumen
sanguineo, la microvascularizacion y el grado patolégico de los tumores
neuroepiteliales (15). Facilita también el mapeo funcional de areas elocuentes del
cerebro, asi como la integracién de datos neurofisiologicos, con datos neuroanatémicos
y neuropatologicos, obtenidos por la RMN convencional.

La RMNF se ha utilizado para identificar la relacion espacial entre el tumor y la corteza
elocuente, pues favorece la eleccion adecuada entre biopsia estereotaxica u operacion a
"cielo abierto". Todas estas ventajas se ofrecen por la RMNF, que obtiene iméagenes
simultaneas a la produccion de eventos neurofisioldgicos (23,24)

Otro proceder funcional lo constituye la SPECT. La funcionabilidad de la SPECT se

evaluia en dependencia del grado de captacion y eliminacion del isotopo utilizado (16).

Existen varios trazadores para el estudio de los tumores cerebrales: tecnecio 99 (Tc 99
m), galio 67, HMPAO, MIBI, etc. Sin dudas, el talio-201 aporta mayor informacion
acerca del grado de malignidad de las lesiones, permite identificar las recidivas de
radioterapia y puede diferenciar zonas intratumorales de distinta malignidad quistica.

La captacion de talio-201 por el tejido enfermo, estd relacionada con los cambios en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, el flujo sanguineo cerebral regional, el
metabolismo del tumor y la relacion con el mecanismo de la bomba sodio-potasio
(marcada analogia con el potasio). Esto permite distinguir tumores de alto y bajo grado
de malignidad a través del célculo de los indices de captacion precoz y de retencion, de

manera que se ha convertido en un predictor histologico de los tumores cerebrales.

19



Una alta y rapida captacion del talio-201 con lenta eliminacidon (elevado indice de
retencion), estd asociado a tumores malignos muy vascularizados. La rapida eliminacion
del is6topo con rapida captacion inicial se observa en los tumores benignos
hipervascularizados (25)

La PET por su parte, proporciona informacion cuantificada sobre el flujo y el
metabolismo cerebral. Utiliza técnicas de tomografia, pero con mayor resolucion
espacial que la SPECT.

El principio general de las mediciones de la PET requiere un modelo matematico que
permita medir el valor del flujo sanguineo cerebral regional. Este puede ser calculado
durante el aumento o disminucion de la reactividad del cerebro alrededor del bolo de
inyeccion de la sustancia utilizada (16)

En pacientes con gliomas se ha demostrado una clara relacion entre el consumo de
glucosa y la malignidad . La PET con fluorodeoxiglucosa [18 F] (FDG) es una técnica
que permite medir el grado de utilizacion de la glucosa por el tejido, parece existir una
relacion proporcional entre el consumo de glucosa y la malignidad tumoral. Esta
afirmacion ha permitido determinar tempranamente la degeneracion maligna de los
gliomas de bajo grado.

La PET también tiene la capacidad de diferenciar la recurrencia clinica de un tumor de
la necrosis postradiacion, fundamentado en la baja captacion de FDG en Ila
radionecrosis y la captacion elevada en los tumores recurrentes, por poseer un rango
metabdlico mayor; ayuda también a diferenciar el tejido tumoral solido del tejido
edematoso, puede localizar estructuras corticales elocuentes y contribuir en el mapeo
funcional preoperatorio (15,16,17,18)

En resumen, la PET no es de uso rutinario en la practica clinica por sus altas
implicaciones tecnoldgicas y su elevado costo, pero posee una trascendencia vital en el
conocimiento de la biologia tumoral y por tanto, en la terapéutica médico-quirtirgica.
Los resultados de las imdgenes no son definitivos como base para la terapia. Los
estudios funcionales contribuyen a diferenciar los gliomas de bajo grado de otras
entidades como infartos, esclerosis multiples, panencefalitis esclerosante y linfomas; y

los de alto grado, de tumores metastasicos, abscesos cerebrales, etc.
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1.3. ANOTACIONES ACERCA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
1.3.1 Alteraciones de genes localizados en el cromosoma 10

La alteracion mas frecuente identificada en glioblastomas es la pérdida de
heterocigocidad (LOH) en 10g°%. La frecuencia de LOH en 10q es similar en GBM1
(70%) y en GBM2 (63%) aunque en GBM1 se ha observado que la pérdida es del
cromosoma 10 completo en la mayoria de los casos, mientras que en GBM2 se observa
generalmente pérdida de 10q pero no de 10p?’. En el cromosoma 10 se han identificado
varios GST: PTEN (homologo de la tensina y fosfatasa) en 10q23.3, DMBTI (supresor
de tumores cerebrales malignos) localizado en 10q25.3-q26.1, FGFR2 (receptor del
factor del crecimiento fibroblastico) en la region 10q26 y un gen reparador de ADN, la
O°metilgua- nina-DNAmetiltransferasa (MGMT), se localiza en 10q26*°. Estos GST
intervienen en el control del ciclo celular y reparacion de ADN. La inactivacion de un
GST ha de producirse en homocigosis, para que el gen pierda completamente su
funcionalidad. En glioblastomas una copia de PTEN, DMBTI, FGFR2 y/o MGMT se
pierde normalmente por LOH 10q y la otra copia del gen est4 sujeta a mutaciones o a

procesos epigenéticos que lo inactivan (26,27,28)

En glioblastomas se han observado alteraciones epigenéticas, que se definen como
aquéllas que influyen en la actividad del gen pero no implican cambios en la secuencia
del ADN. La principal modificacion epigenética en humanos es la metilacion de la

citosina localizada en los dinucleétidos CpG.

Las mutaciones de PTEN son mas frecuentes en GBM1 (25%) pero no exclusivas, ya
que algunos autores han identificado mutaciones de PTEN en GBM2 (4%). Se han
identificado alrededor de 78 mutaciones diferentes de PTEN en glioblastomas, de las
cuales el 12,8% son mutaciones silenciosas, el 32,1% son deleciones o inserciones
distribuidas por todos los exones y el 33% son mutaciones con cambio de aminoacido;
estas mutaciones se han localizado preferentemente en los exones 1-6 de PTEN, region
que presenta homologia con ciertos dominios de las fosfatasas. PTEN, como fosfatasa
que es, puede retirar el fosfato del fosfatidil inositol 3 fosfato (PIP3), deteniéndose la
sefial de crecimiento celular y provocando generalmente una disminucion de la
actividad celular. Dado que la delecion en homocigosis de PTEN es bastante rara, otro

mecanismo que se postula para su inactivacion es la metilacion de su promotor. Las
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mutaciones de PTEN son mas frecuentes en glioblastomas que en astrocitomas
anaplasicos (29). Estos datos sugieren que dichas mutaciones constituyen una alteracion
importante en el desarrollo de gliomas, pudiendo representar un paso molecular

necesario en la transformacion de gliomas de bajo a alto grado de malignidad.

Las mutaciones de DMBT1 son bastante escasas en glioblastomas, por lo que la pérdida
de funcién del gen se debe principalmente a una delecion en homocigosis; esta
alteracién ya se observa en astrocitomas de bajo grado. La pérdida de funcion de
DMBT1 se postula que podria estar sujeta a la metilacién en su promotor pero todavia
no existen suficientes trabajos que lo permitan afirmar de forma concluyente. También
se postula que FGFR2 podria funcionar como GST, ya que se pierde su expresion en
estos tipos de tumores, pero todavia no se conoce muy bien su funcion en la génesis de

los gliomas (26).

El gen MGMT, cuya pérdida de expresion suele estar vinculada a hipermetilacion,

codifica para una proteina reparadora de ADN que actiia eliminando los radicales

mutagénicos y citotéxicos en posicion 00 guanina del ADN. Para ello, transfiere estos
radicales a la cisteina en una reaccion que inactiva a una molécula de MGMT por cada
lesion reparada. De este modo, la capacidad de reparacion de lesiones en el ADN de una
célula, depende del nimero de moléculas de MGMT 'y por tanto de la tasa de sintesis de
novo de la misma. La acumulacion de mutaciones en gliomas subsecuente a la
inactivacion de MGMT no parece ser aleatoria ya que si bien esta inactivacion produce
acumulacién de mutaciones en el oncosupresor 7P53, dichas alteraciones son
practicamente inexistentes en otro gen, 7P73, estrechamente relacionado con 7P53.
Esteller y colaboradores demostraron que la metilacion aberrante de MGMT producia
una mejor respuesta a tratamientos con temozolomida en gliomas. Por lo tanto la
ausencia de la proteina o la inactivacion del gen es un factor de mal prondstico debido a
que los pacientes que poseen metilacion en este gen acumulan mas mutaciones, pero a
la vez también podria representar un factor predictivo de respuesta a la quimioterapia en

este tipo de tumores.
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1.3.2 Alteraciones de la via TP53/MDM2/P14%"f

La via genética TP53/MDM?2/P1 491 también esta sujeta a alteraciones en glioblastomas
y astrocitomas (30,31). Es una via implicada en respuesta a estrés celular que va a
provocar la activacion de genes relacionados con el control del ciclo celular, reparacion
de ADN vy apoptosis. 7P53 es un gen que codifica para la proteina p53 que acttia como
factor de transcripcion (FT) uniéndose a los promotores de genes implicados en la
reparacion de ADN. En condiciones normales p53 estd secuestrado por su represor
MDM?2 por lo que la proteina no es funcional; cuando la célula entra en division (fase
GI1-S), MDM2 libera a p53. Este FT va a promover la trascripcion de otros genes
implicados en reparacion de ADN y/o apoptosis. En las células que no presentan
alteraciones en esta via y que poseen su material genético dafiado, p53 se une a los
promotores que van a activar a genes implicados en la reparacion del ADN; sin
embargo, si el material genético no puede ser reparado la célula entra en apoptosis antes

de dividirse.

Por contra, si la célula posee mutaciones en p53 los dafios producidos en el ADN no
podran ser reparados provocando un aumento de la division celular y una disminucién

en la apoptosis y en las reparaciones del material genético. En esta via también
interviene p14arf, esta proteina es un represor de MDM?2 cuando no esta unida a p53.

En caso de que p14arf no ejerza su correcta funcion, va a desencadenar un exceso de
MDM2 libre, como consecuencia MDM?2 secuestrard en unos niveles mayores a los
normales a p53 y como resultado se producira una mayor acumulacion de dafios en el
ADN. Esta suma de alteraciones conduce a la célula a desencadenar un proceso tumoral.
Alrededor del 65% de GBM2 presentan mutaciones en 7P53; esta alteracion molecular
también esta presente en astrocitomas anaplasicos y astrocitomas de bajo grado de
malignidad por lo que se postula que sea un evento temprano en la transformacion
neopléasica. Las mutaciones en 7P53 frecuentemente encontradas en GBM2 son las
transiciones G:C — A:T. Alrededor del 57% de estas transiciones han sido identificadas
en los codones 248 y 273 del gen, representando puntos calientes y van a estar sujetos a
una mayor tasa de mutacion que el resto de los exones(50). Por el contrario, las
mutaciones de 7P53 en GBM1 son menos abundantes, no sobrepasando el 28%. Las
mutaciones de este gen en los GBM1 estan distribuidas por todos los exones sin existir

puntos preferenciales a sufrir mutaciéon, y en la mayoria de los casos constituyen
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eventos secundarios debido a la inestabilidad gendémica durante la progresion del tumor

(32).

Por otra parte, se ha observado que alrededor del 10% de GBM1 sufren amplificacion

de MDM?2, cuando TP53 no se encuentra alterado (52), evento bastante infrecuente en

GBM2. Se han identificado deleciones en homozigosis de p/ 491f en GBM1 y se ha

comprobado que alrededor de 1/3 de los astrocitomas de bajo grado presentan

metilacion en el promotor de p/ 4911 Asi pues, la inactivacion de p/ 49 suele ser por

delecion en homocigosis en GBM1 y por metilacion en GBM2 (33)

Mutaciones en 7P53, amplificaciones de MDM?2 y/o deleciones y metilaciones de

pl 497 son alteraciones moleculares que dan lugar a un acimulo de otras mutaciones en

el ADN, pudiendo originar una muerte celular o una trasformacion neoplésica.

En un principio se crey6 que las mutaciones de 7P53 eran exclusivas de GBM2 por lo
que mediante un analisis mutacional de este gen, seriamos capaces de distinguir entre
un GBMI1 y un GBM2. En la actualidad varios grupos de investigacion también han
encontrado mutaciones en GBM1 por lo que esta teoria se ha descartado. Schmidt et al
formulan que la presencia de mutaciones en 7P53 es un factor prondstico de
supervivencia debido a que las mutaciones de este gen ya se encuentran en gliomas de
bajo grado, que comportan un mejor prondstico. Sin embargo, dado que ahora se admite
que las mutaciones de 7P53 también estan presentes en GBM1, la capacidad predictiva

de estas alteraciones deberia ser revisada.
1.3.3 Alteraciones de la via pI6"%4/RB1/CDK4

Otra de las via afectadas en glioblastomas es p/ 6i"k4; RB1/CDK432. RBI (gen del
retinoblastoma) se localiza en 13q14.2, su proteina es la que controla la transicion G1—
S en el ciclo celular. Cuando rbl no esta fosforilado secuestra a E2F, un factor de
trascripcion que activa genes implicados en la transicion G1—S del ciclo celular cuando
no estd unido a rb1. La fosforilacion de rb1l es producida por CDK4 (ciclina dependiente

de la quinasa 4) y la proteina encargada de inhibir a esta ciclina es p16ink4 (inhibidor

de la ciclina dependiente de la quinasa 4). La pérdida en homozigosis de p/ 6i”k4, y/o la

amplificacion de CDK4 provoca que rbl esté continuamente fosforilada y no pueda
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unirse a E2F; como resultado se produce una division celular incontrolada. Estas dos
alteraciones se encuentran presentes en glioblastomas asi como también la metilacion
del promotor de RB1, aunque esta metilacion es mas frecuente en GBM2 que en GBM1
(34,35). En astrocitomas de bajo grado, hasta el momento no existen suficientes datos
que nos demuestren que existe metilacion del promotor de RB1. En astrocitomas
anaplasicos es bastante infrecuente la metilacion de dicho promotor, por lo que se cree

que esta alteracion seria un evento tardio en la progresion del astrocitoma a GBM2.
1.3.4 Alteraciones en el gen EGFR

Otra de las alteraciones genéticas presentes en glioblastomas es la amplificacion del gen
codificador del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (36,37). EGFR se
localiza en 7p12 y su sobrexpresion génica puede deberse, entre otras alteraciones, a
una amplificacion en tdindem que da lugar a diferentes variantes de la proteina; la mas
comun es la variante EGFRVIII. Esta alteracion estructural se debe preferentemente a
una delecion de 801 pares de bases (p.b.), que abarca desde los exones 2 hasta el 7 y una
posterior fusion del resto de los exones, dando lugar a una amplificacion en tdndem del
gen. Ello provoca la sintesis de la proteina con el receptor truncado y constitutivamente
activado independientemente del ligando; como resultado la célula comienza a dividirse
de forma incontrolada (10). La deteccion de EGFRVIII por inmunohistoquimica no
parece estar relacionada con la supervivencia en los GBM pero si con los astrocitomas
anaplasicos, lo cual sugiere que la deteccion de EGFRVIII puede ser utilizada para
identificar y/o confirmar la identidad de un astrocitoma que se comportaria como un
GBMI1. La habilidad de las células tumorales para generar estas formas mutantes
funcionales de EGFR puede contribuir a la capacidad de los gliomas para evadir la
quimioterapia, asi como las mutaciones presentes en el gen también pueden influir en el
prondstico o el tratamiento a utilizar. La figura 3 ilustra una delecion de 18 p.b. del exon

19 de EGFR en un GBMI.

Otro de los mecanismos por los que puede existir una sobredosis del gen seria la
polisomia del cromosoma 7 que frecuentemente se observa en este tipo de tumores. Por
ultimo, la amplificacion de EGFR ocurre en el 40% de GBMI1 siendo abundante en
GBM2 (19,61). Inicialmente se pensé que esta alteracion era exclusiva de GBM1 con
respecto a GBM2 pero con el tiempo otros trabajos han demostrado que en GBM?2

también puede existir amplificacion de EGFR (38,39).

25



1.3.5 Factores de crecimiento y angiogénicos sobrexpresados en

glioblastomas

Para el crecimiento celular se requiere un balance entre los factores angiogénicos y
antiangiogénicos. La remodelacion de los vasos sanguineos se inicia por las sefiales de
crecimiento que interactian con su ligando en la superficie celular. La activacion no
regulada de la angiogénesis puede ser el paso de una neoplasia benigna a una maligna.
Esta hipotesis se ha formulado en gliomas de bajo grado que progresan a glioblastoma
multiforme. Uno de los principales estimulos para la sintesis de factores angiogénicos es
la hipoxia, que induce la sintesis del factor de crecimiento endotelial (VEGF)
(40,41,42). Se considera que el VEGF es el mediador mas importante en la
neovascularizacion de gliomas y su expresion aumenta durante el proceso de
malignizacion de los gliomas. VEGEF tiene tres receptores (VEGFR-1,2,3), dos de ellos,
el VEGFR-1 y el VEGFR-3 estan sobrexpresados en las células endoteliales de
astrocitomas y oligodendrogliomas anaplasicos asi como también en los ependimomas

(43)

Hay otros factores de crecimiento que también juegan un papel importante en la génesis
y formacion de un glioma. En general estos factores de crecimiento interaccionan con
proteinas tirosin-kinasas para inducir la dimerizacion, autofosforilacion y expresion de
sitios de unidn para que interaccionen las proteinas de sefial. EI complejo asi formado
activa una cascada de sefales por parte de unas proteinas llamadas transductores de
sefales y activadores de la trascripcion (STATs) que provocard un aumento de la
division celular debido a la activacion de genes antiapoptdticos y genes que intervienen
en la division celular. Los factores de crecimiento que estan involucrados en la génesis

de un glioma son:

1. EGF (Factor de crecimiento epidérmico): provoca proliferacion celular por
estimulacion autocrina, resistencia a la quimioterapia y aumento de la tumorigenicidad.

Su receptor es EGFR.

2. Factor de crecimiento fibroblastico (FGF): provoca proliferacion celular por
estimulacion autocrina y ademas presenta un efecto sinérgico con VEGF y el factor de
crecimiento hepatocitico (HGF) para estimular la angiogénesis. Se ha descrito que

existe incremento de FGF y sus receptores en gliomas.
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3. VEGF: es el principal mediador de la angiogénesis involucrado en el aumento de
edema cerebral y también acta en la proteolisis de las proteinas de la matriz

extracelular.

4. Factor de crecimiento plaquetario (PDGF): potencia a VEGF para estimular la
angiogénesis y estd involucrado en el aumento de la trascripcion de los factores
angiogénicos. Suele estar sobrexpresado en gliomas de bajo grado teniendo

implicaciones pronosticas.

5. HGF: cuya actividad provoca un aumento de resistencia a la quimioterapia, aumento
de la proliferacion celular, estimulacion de la angiogénesis. Los gliomas de alto grado
de malignidad contienen niveles més elevados de HGF que los gliomas de bajo grado o

el tejido sano.

6. Factor de crecimiento insulinico (IGF): interviene en la proliferacion celular por
estimulacion paracrina. Se encuentran sobrexpresados en gliomas de bajo grado y otras
neoplasias del SNC relacionandose con un proceso de proliferacion y disminucion de la

apoptosis.
1.3.6 Perspectivas estudio genético futuras

La dificultad para obtener tratamientos satisfactorios quizas radique en que los gliomas
malignos presentan alteraciones multiples y donde se encuentran muchas vias genéticas
de sefalizacion y control de la proliferacion celular implicadas, mostrando mucha
heterogeneidad molecular incluso dentro del mismo tumor. Para intentar combatir el
desarrollo de estos tumores con tratamientos satisfactorios, son necesarios tratamientos
multiples para abordar todas las vias que se encuentran alteradas. Ello requiere una
caracterizacion molecular de los gliomas para poder establecer el mejor tratamiento en
funcion de las alteraciones y patron de expresion génico. En un futuro se esperan
identificar patrones de expresion molecular en gliomas y de esta forma poder

aproximarnos mejor al prondstico y al tratamiento.
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1.4 ENFOQUE DEL TRATAMIENTO

El tratamiento actual del glioblastoma multiforme es una combinacion de diferentes

modalidades de tratamiento, tales como la cirugia, quimioterapia y radiacion.

1.4.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO

Uno de los pilares de la neurocirugia oncologica es obtener una sobrevida con una
importante reseccion de la lesion tumoral. Con el advenimiento de nuevas técnicas
imagenoldgicas y un mayor conocimiento neuroanatomico, se ha obtenido una menor
morbilidad durante el procedimiento resectivo. El tratamiento estdndar aceptado
actualmente es cirugia mas radioterapia y quimioterapia con temozolamida. Se realiza
radioterapia con planeacion tridimensional mediante fraccionamiento de 2 Gy/dia, 5
dias/semana adjunto temozolamida 75 mg/ m2/dia por 7 dias/semana, las 6 semanas de
la radioterapia seguido de temozolamida adyuvante, 6 ciclos de 5 dias cada 28 dias a

150-200 mg/m2/dia.

En cuanto a la reseccion de glioblastoma guiada se evalu6 la microcirugia convencional
versus la cirugia guiada con 4cido éaminolevulinico (ALA) para determinar la
profundidad de la reseccion en 408 pacientes con glioblastoma multiforme seguidos de
radioterapia, la reseccion con ALA se asocio con resecciones mayores pero mayor tasa

de secuelas neuroldgicas a las 48 horas de postcirugia (45).

Un estudio que evalud la relacion entre el contenido tumoral de MGMT vy la sobrevida
sugiere que no hubo beneficio para la sobrevida en los pacientes que sobreexpresaron

MGMT.
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1.4.2 QUIMIOTERAPIA

El papel de la quimioterapia fue cuestionado antes de la disponibilidad de
temozolomida (TMZ). Los farmacos habituales tienen dificultades para alcanzar el
tumor a niveles terapéuticos efectivos debido a la existencia de la BHE. Las
nitrosoureas, que atraviesan la BHE debido a su liposolubilidad, como carmustina
(BCNU, lomustina (CCNU), y procarbazina, un agente alquilante que se combina con
CCNU vy vincristina en el régimen de combinacion PCV, han sido ampliamente
utilizadas en los gliomas de alto grado. Sin embargo, nunca se ha demostrado en
ensayos aleatorizados que las nitrosoureas mejoren la supervivencia. Con BCNU se
habia observado un aumento de supervivientes a los 18 meses de los pacientes con GB
tratados de forma adyuvante (44). Sin embargo, 3 metaanalisis, uno en 1992, otro en
2003 y el tltimo en el 2007, mostraron un beneficio de supervivencia para los pacientes
tratados con quimioterapia tras la cirugia y la irradiacion, con un aumento de la
supervivencia a los 12 y los 24 meses del 10,1% y el 8,6%, respectivamente y una
modesta pero clara disminucion del riesgo de muerte del 15%, que se traduce en dos
meses de aumento de la mediana de supervivencia para los pacientes tratados con
quimioterapia. El beneficio de la quimioterapia se extiende en los metaanalisis a todos
los subtipos histologicos, a todos los grupos de edad y a todos los tipos de cirugia .

Desde el afio 2005 en que se publicaron los resultados del estudio internacional de la
EORTC-NCI Canada, el tratamiento estandar del GB es la irradiacion a dosis de 60 Gy
con temozolomida (TMZ) administrada por via oral diariamente durante 42 (o hasta 49)
dias y posteriormente 6-12 ciclos de TMZ a dosis de 150-200 mg/m2/d durante 5 dias
cada 28 dias. Se recomienda profilaxis para las infecciones oportunistas facilitadas por
la linfopenia secundaria a la TMZ y a los corticoides. La mediana de supervivencia
segun los resultados del estudio fue de 14,6 meses con el tratamiento, frente a 12,1
meses si no se afiade la quimioterapia a la radioterapia. Los resultados tras 5 afios de
seguimiento siguen confirmando un beneficio en supervivencia para el grupo de

pacientes tratados con TMZ.
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1.4.3 ROL DE LA RADIOTERAPIA

La irradiacion ha sido el tratamiento estindar en los gliomas de alto grado durante
mucho tiempo. Demostro aumentar la supervivencia de 6 a 8 meses ya en los primeros
ensayos. La intensificacion de la dosis de radiacion, los radiosensibilizadores, la
radiocirugia, el hiperfraccionamiento etc., no han demostrado mejorar los resultados. La
radioterapia postoperatoria (focal, 60Gy, tumor +/- edema con margen) es el tratamiento
estandar (Laperriere, Zuraw et al.; 2002). Incluso los pacientes mayores de 70 afios con
buen estado general se benefician del tratamiento con irradiacion (46). En
pacientes ancianos o muy afectados neuroldgicamente, pautas de tratamiento mas cortas
con hipofraccionamiento de dosis (focal, 40Gy) consiguen un efecto paliativo similar,
sin afectar la supervivencia (47).

La radioterapia en ocasiones no se ofrece a pacientes con ‘solo biopsia’ y con
compromiso neurolégico importante o con grandes masas tumorales que afectan mas de
un lobulo cerebral. El tratamiento neo-adyuvante para reducir el tamano de la
enfermedad podria estar indicado en dichos pacientes, pues algunos estudios fase II

muestran resultados interesantes.

1.4.4 TRATAMIENTO DE SOPORTE

CORTICOIDES: La dexametasona se utiliza para disminuir el edema y mejorar los
sintomas neuroldgicos. La dosis utilizada debe ser siempre la minima necesaria, para
evitar los efectos secundarios a largo plazo de los corticoides (hiperglucemia, cushing
yatrogeno, miopatia, osteoporosis, fragilidad capilar, etc). Suelen ser necesarios durante
la radioterapia (aunque no siempre) y tras la misma para evitar la sintomatologia aguda
secundaria. Posteriormente deben reducirse las dosis a la minima dosis posible y si es

posible, retirarlos cuanto antes.
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ANTICOMICIALES: No existe evidencia de la utilidad de los anticomiciales como
profilaxis primaria en pacientes que nunca han presentado crisis. En general se utilizan
durante la primera semana post-cirugia y posteriormente se retiran si el paciente no ha
presentado crisis. En cualquier caso, se recomiendan los anticomiciales que no producen
interferencias con otros farmacos (no inductores del citocromo hepatico cp450).

Ejemplos de estos farmacos son el levetiracetam, la gabapentina y el 4cido valproico.

145 TRATAMIENTO CON QUIMIOTERAPICOS OBLEAS DE
CARMUSTINA: Los polimeros de liberacion controlada han sido disefiados para llevar
agentes quimioterapéuticos directamente dentro de los lugares de reseccion de un
glioma maligno. Estos sistemas permiten una exposicion local prolongada pero con

exposicion sistémica limitada.

De manera invariable todos los pacientes con glioblastoma progresan o recurren
después del tratamiento, con una media de sobrevida de seis meses después de la
recurrencia, a pesar de un tratamiento quimioterapeutico agresivo y esquema de

radioterapia. Entre el 80 0 90% de la recurrencia postoperatoria (48).

El desarrollo de polimeros impregnados de BCNU o carmustina que permiten
proporcionar altas dosis de quimioterapia en el lecho tumoral al momento de la
reseccion quirurgica, disminuyendose asi los efectos de la toxicidad sistémica. El
gliadel es una de los medicamentos aprobados para el tratamiento del glioblastoma
multiforme que estd basado en el mecanismo anteriormente mencionado. El otro avance
capital fue el desarrollo de la temozolamida, un agente alkilante que penetra la barrera
hematoencefalica. La carmustina hace parte de una familia llamada mostaza que ha sido
un medicamento quimioterapéutico utilizado en una variedad de tumores malignos tales
como astrocitoma, medulblastoma, gliobastoma, mieloma multiple y linfomas. La
carmustina tiene una biodisponibilidad del 5 al 28% y una vida media entre 15 a 30
minutos, debido a sus propiedades lipofilicas y relativa falta de ionizacion en pH
fisiologico. La carmustina cruza en algin grado la barrera hematoencefélica, es
importante vigilar el cuadro hematico por los potenciales efectos de mielosupresion.
Los ciclos no deben ser dados mas frecuentes a seis semanas, ademas un efeco adverso

conocido es la toxicidad a nivel pulmonar enmarcada en fibrosis pulmonar que puede
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aparecer desde el noveno dia de tratamiento hasta los 43 meses. En la actualidad a pesar
de la llegada intersticial de carmustina con los biopolimeros, invariablemente todos los
pacientes experimentan recurrencia localmente. Por otro lado, existe interés en la
utilizacion de los biopolimeros en las metéstasis cerebrales, mas del 30 % de los
pacientes con cancer desarrollan extension hematologica de la enfermedad al cerebro,
en este punto se han realizado algunos estudios donde el gliadel puede ofrecer una
ayuda para las alternativas convencionales de tratamiento, pero mas estudios deberan

realizarse para esclarecer este punto(49).

1.4.6 USO DE CITOTOXINAS

Una nueva aproximacion al tratamiento del glioblastoma multiforme es el uso de
citotoxinas manipuladas molecularmente. Las citotoxinas recombinantes son dirigidas a
las células tumorales de glioblastoma por medio de un ligando o anticuerpo que se une a
un receptor internalizado en la membrana plasmatica. Entre las citotoxinas ensayadas se

encuentran las derivadas de la exotoxinas A de pseudomonas (PE38QQR) y la IL-13.

Es importante mencionar aqui en estudio ASPECT, un ensayo que evalu¢ la eficacia de
un vector adenoviral HSV-tk (Cerepro) y el ganciclovir sistémico para glioblastoma de
diagnostico nuevo. El fundamento es la capacidad de transferencia del adenovirus sobre
la timidinacinasa e inducir la expresion de la misma y de esta manera se produce una
sensibilizacion al ganciclovir sistémico. Este estudio aleatorizado de 251 paciente
concluyd que el Cerepro tenia un impacto positivo en la enfermedad, si bien el grupo
tratado con cerepro presentd algunos sintomas neuroldgicos tales como hemiparesia,

disfasia entre otros cuando en relaciona al otro grupo.
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1.47 QUIMIOTERAPIA INTRAARTERIAL: esta técnica basada en la
colocacion del agente quimioterapéutico en el sistema arterial y tiene la ventaja de
incrementar la recaptacion durante el primer pasos de la droga a través de los capilares.
La administracién intraarterial de etoposido se cree que puede alterar de manera
transitoria la barrera hematoencefalica. En instituciones americanas como Stony Brook
University Hospital en Nueva York desde 1990 se utiliza quimioterapia intraarterial con
cisplatino y etoposido administrado previo a la radioterapia en el manejo de pacientes
con glioblastoma multiforme. Con sobrevida media de 20 meses es uno de los logros
mas importantes en cuanto a estrategias de tratamiento. La quimioterapia intraarterial
para glioblastoma no ha sido aprobada por la FDA debido a la carencia de ensayos
randomizados que comparen esta estrategia con la quimioterapia sistémica (intravenosa)

para los tumores cerebrales.

1.4.8. TERAPIA ANGIOGENICA: dos diferentes procesos han sido descritos
para describir la formacion de la vasculatura, la vasculogenesis se refiere al proceso de
la formacion de vasos sanguineos primitivos a partir del mesodermo por diferenciacion
de los angioblastos durante el desarrollo embriogénico. En el siglo pasado se determin6
la asociacion entre la angiogénesis y el cancer. Folkman y cols fueron los primeros en
mostrar que los tumores para crecer necesitaban la formacion de nuevos vasos
sanguineos. La angiogenesis se ha reconocido como pieza clave para la progresion de
los gliomas. Entre estos el glioblastoma multiforme se conoce como el més antigénico
por mostrar gran proliferacion vascular e hiperplasia de células endoteliales, esta
hiprevascularizacion es parcialmente responsable de las propiedades de este tumor
maligno incluyendo el edema peritumoral resultante de la disrupcion de la barrera
hematoencefalica. Estos vasos neoformados se han asociado a incremento de riesgo de
hemorragia intratumoral y también son responsables del aumento del contraste en las
neuroimagenes. La proliferacion microvascular es un criterio de diagndstico que ayuda
a distinguir a los astrocitomas de bajo y alto grado y es una propiedad histopatolégica
del glioblastoma. Aunque es incierta si la proliferacion microvascular es la causa del
comportamiento de los tumores malignos, la neovascularizacion en los gliomas se
correlaciona de manera positiva con su agresividad biologica, el grado de malignidad y

la recurrencia clinica e inversamente con la sobrevida posoperatoria de los pacientes.
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La angiogenesis implica una serie de eventos secuenciados que se inician con la
expresion de factores angiogenicos con el VEGF con posterior unidn a su receptor afin
sobre las células endoteliales. El VEGF incrementa la permeabilidad vascular, lo cual
conduce a la extravasacion de proteinas plasmaticas y alteracion de los pericitos. La
degradacion de la membrana basal vascular y la matrix etracelular ocurre
simultdneamente la alteracion de esta ultima involucra a la catepsina B,
metaloproteinasas de la matrix y otras enzimas ademas de la expresion de proteinas de

la matrix como la fibronectina, laminina, tenascina-C y vitronectina.

Se conoce igualmente que la homeostasis vascular es gobernada por un balance entre
factores antigénicos y antiangionénicos. Mas de 25 factores de crecimiento y citoquinas
diferentes se han identificado capaz de inducir angiogenesis. La produccion de factores
de crecimiento antigénicos es el resultado de alteraciones genéticas o son inducidos por

hipoxia.

La familia VEGF que corresponde a los factores de crecimiento vascular y sus
receptores son los mediadores mas importantes de la angiogenesis en los gliomas. Esta
familia VEFG incluye seis glicoproteinas conocidas como VEGF- A. VEGF-B. VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E y el factor de crecimiento placentario. E1 VEGF-A ha sido el
mejor caracterizado. La expresion del gen VEGF-A es sobreregulado por la hipoxia,
mediado por la transcripcion del factor HIF y el producto de el gen de supresion tumoral
de von Hippel-Lindau. Otros son: Angiopoyetinas, factores de crecimiento
fibroblasticos, Factor de crecimiento derivados de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico/factor de crecimiento transformante alfa, factor de crecimiento
transformante beta, factor de crecimiento del hepatocito, interleucina 6 y 8, Factor de
crecimiento tumoral alfa, inductor 61 rico en cisteina, factor de crecimiento conectivo
tisular y factor de crecimiento relacionado a la insulina 1, integrinas, metaloproteinasas

de la matrix, celulas progtenitoras endoteliales, inhibidores angiogenicos enddgenos.

En la actualidad estan en curso diversos estudios en Fase I usando la perspectiva desde
la terapia antiangiogénica para el manejo de los gliomas malignos; la estrategias pueden
ir dirigidas a bloqueo de la produccion de factores de creciento, neurotralizacion de

factores de crecimiento circulante, inhibicion y supresion de cascadas relacionadas con
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el RTK (receptor de tirosina kinasa). En la actualidad se han reportado datos en relacion
al Bevacizumab solo o en combinacion con el Irinotecan (CPT-11) los cuales han
demostrado tasa de respuestas y supervivencia global. Estos firmacos estan actualmente
bajo investigacion y se espera que en un futuro pueden abrir una esperanza basados en

esta estrategia terapéutica.

1.5 PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON GLIOBASTOMA
MULTIFORME

En cuanto a la pregunta, si el volumen tumoral estd asociado con la supervivencia. Es
importante comentar que el astrocitoma anaplasico y el glioblastoma multiforme tienen
la tendencia caracteristica de infiltrar microscopicamente tejido cerebral perilesional y
estd claro que la tomografia cerebral y la resonancia magnética no pueden facilmente
diferenciarla. La mayoria de estudios no ha mostrado efecto directo del volumen
tumoral y el pronostico. Un alto nivel de vascularizacion ha sido reconocido como
indicador de potencial maligno, puesto que este refleja el grado de angiogenesis
tumoral, reflejando la relaciéon entre angiogenesis y la habilidad del tumor para
alimentarse y aumentar la masa tumoral. En los tumores de alto grado, la proliferacion
de células endoteliales es un evento clave, en los gliomas de bajo grado este suceso es
mas bien raro. La densidad de microvasos, un medidor histologico de la vascularidad,
ha sido estudiada y se ha demostrado que en los gliomas de bajo grado fue un indicador
de sobrevida. En dicho estudio se incluyeron pacientes con gliomas de alto grado. A
pesar del tratamiento agresivo multimodal que comprende la reseccidon quirtrgica,
quimioterapia local y sistémica, la supervivencia media estd en el rango de los doce
meses, se ha encontrado un grupo de pacientes, aunque pequefia con supervivencia de

mas de 36 meses, que son conocidos como los sobrevivientes a largo plazo.

Resulta interesante mencionar a los supervivientes a largo plazo, los cuales son raros, y
en donde se han identificado diversas variables tamafio del tumor y localizacion, edad
de presentacion, estado funcional (Karnofsky) al momento del diagnostico, hallazgos
histologicos, factores genéticos y moleculares. Solo el 2% de los pacientes logra vivir

hasta tres afios (50)
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Diversos estudios han mostrado una relacion negativa entre la edad avanzada y la
sobrevida postoperatoria, algunos estudio han revelado que los pacientes menores de 40
afios sobreviviran alrededor de 34% a los 5 afos comparados con los pacientes mayores

de 40 anos.

En relacion a los pacientes ancianos, ésta ejerce una fuerte influencia negativa sobre la
sobrevida, la cual es realmente pobre. Analizando datos del registro de tumores
cerebrales en los estados Unidos se revela que las tasas de sobrevida a 1 afio estdn
alrededor del 16.9 % en pacientes entre los 65 y 74 afios de edad y en 8.2 % en
pacientes mayores de 75 afios. A los 2 afos la tasa de sobrevida disminuye a 2.7 % y

1.3% respectivamente.

Un trabajo reciente propone que los pacientes con glioblastomas multiforme manejados
con medicamentos antiepilépticos inductores enzimaticos sobreviven mas tiempo,
ademas de ocurrir de manera interesante un enlentecimiento de la progresion de la
enfermedad que cuando se comparan con pacientes manejados con otras drogas
antiepilépticas, estos inductores enzimdaticos son el fenobarbital, fenitoina,
carbamazepina y la primidona, los cuales modulan enzimas microsomales como la P450
que mejoran la funcién de los agentes quimioterapéuticos, siendo este un factor

predictivo independiente de superviviencia libre de progresion en gliomas de alto grado.

Se ha conceptualizado también que pacientes con mayores puntajes de Karnosfky
pueden tener mejor pronéstico. En importante definir un concepto reciente conocido
como pseudoprogresion, el cual denota la aparente progresion después del tratamiento
incluido radioterapia y temozolamida y es mayormente definido por la resonancia
magnética posradioterapia. La pseudoprogresion fue inicialmente descrita por Hoffman
y Cols. (51) en pacientes con glioblastoma diagnosticado de primera vez y en
tratamiento de radioterapia con o sin carmustina. De los pacientes observados
experimentaron progresion de la enfermedad después de radioterapia 28 a 51% y del 38

al 33% revelaron mejoria o estabilizacion de la enfermedad.
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1.6. BASES BIOFIiSICAS Y BIOQUIMICAS DE LA ERM'H

Con el descubrimiento del fendmeno de la resonancia magnética (RM) se inici6 la
utilizacion de la espectroscopia por resonancia magnética (ERM) en el campo de la
quimica. En la actualidad, la ERM se utiliza de forma rutinaria para el andlisis
estructural de los compuestos quimicos. Con los avances tecnologicos, la ERM se
extendi6 al campo de la bioquimica como técnica de andlisis estructural de
macromoléculas y de las interacciones entre moléculas. Hoy en dia, estos estudios se
pueden realizar en organos o tejidos de animales y personas “in vivo” (52), con la
posibilidad de estudiar de forma directa algunos procesos metabolicos sin interferir en

ellos.

Existe un alto nimero de nucleos atomicos que presentan el fendémeno de resonancia
magnética nuclear. La informacion que se obtiene de cada uno de ellos es diferente. Con

mucho, el nucleo mas utilizado en el estudio del cerebro ha sido el proton.

1.6.1. Biofisica
1.6.1.1. Bases biofisicas. Ley de Larmor.

El fenomeno de la RMN se basa en la propiedad que presentan ciertos niicleos atdmicos
para absorber selectivamente la energia de radiofrecuencia cuando se someten a un
campo magnético. Este exceso energético es liberado por los nucleos mediante un
proceso de relajacion nuclear. La frecuencia de resonancia de este proceso se denomina

frecuencia de precesion (fp), y es directamente proporcional al valor del campo

magnético efectivo (B) que percibe el nlicleo, segun viene definido por la ley de Larmor

f

p=Y'xB/2

En la formula de la ley de Larmor gamma es la constante giromagnética, constante y
caracteristica para cada nucleo. El campo magnético (B) viene determinado por un B

externo (Bext), constituido por el B producido por el imdn y un B interno (Bjipt), que
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estd inducido por cargas en movimiento que forman parte de las diferentes. El Bjy¢
siempre se opone al Beyt, por lo que ejerce un efecto de pantalla. Su efecto es que el
nucleo perciba un B inferior al Bext (B = Bext — Bint)- Es proporcional al Beyt a través

de una constante que recibe el nombre de constante de apantallamiento (o) (Bjyt = 0

Bext)~ (53)

Dado que es constante y que el Bext también lo serd para cada experimento, la fp

dependerd, en ultimo término, de la c. Esta constante no depende unicamente del nucleo
considerado, sino que serd caracteristica para la estructura molecular de su entorno

molecular. Asi, la fp que percibimos seré caracteristica de cada compuesto, y la ERM

proporcionara la posibilidad de detectar los compuestos que hay en una determinada

muestra a partir de la valoracion del espectro.

Con mucho, el nicleo més utilizado en el estudio del cerebro ha sido el proton, y se

habla de espectroscopia por resonancia magnética de proton (ERM 'H).

En una grafica del dominio de frecuencias, la posicion del pico nos identificard el
compuesto, y el area bajo la grafica sera proporcional a su concentracion. Cabe decir
que la frecuencia de precesion de los protones no se representa como unidad de fre-
cuencia (en Hz), sino en partes por millon (ppm). Este valor se obtiene de calcular el
desplazamiento quimico (8) del radical en cuestion respecto de un compuesto de

referencia seglin la férmula:

Donde fp A es la fp del metabolito a estudio (A) y pr es la fp del metabolito de
referencia (R). En el caso de la ERM'H este metabolito de referencia es el 3-

trimetilsilil[2,2,3,3-2H] propionato sodico (TSP).

Una vez obtenido y procesado, se puede extrapolar cada resonancia en el espectro
(seglin su localizacion) con un metabolito en el tejido, y la cantidad de este compuesto

se puede valorar en relacion con el area de la resonancia.
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1.6.1.2. Algunos aspectos adicionales Gliomas

1.6.1.2.1. Seleccion del area a estudiar

Para realizar un estudio de ERM H “in vivo” tendremos que identificar en un primer
momento el area que queremos estudiar y posicionar en ella el “voxel” que nos indica el
volumen especifico que vamos a estudiar. Para ello realizaremos secuencias de IRM que

nos proporcionaran imagenes de referencia .
1.6.1.2.2. Homogeneizacion del 4rea a estudiar

Constituye un paso de especial importancia en la preparacion previa a la obtencion del
espectro. Consiste en modificar los gradientes de manera que el campo magnético
externo al que estan sometidos los diferentes compuestos sea lo mas similar posible. En

la férmula “fp= v . Bext . (1-6) / 2 @”, si conseguimos que todas las moléculas estén
sometidas a un Beyt idéntico, o muy similar, las diferencias de precesion entre ellas

seran debidas unicamente al apantallamiento, o lo que es lo mismo, a su entorno

eléctrico. Si el campo magnético no es homogéneo, el Beyt en una localizacion “A” sera
diferente del Beyt en una localizacion “B”, y parte de las diferencias en las frecuencias

de precesion entre protones de moléculas localizadas en los puntos “A” y “B” seran

debidas a la diferencia del Beyt y no tnicamente a diferencias del apantallamiento. Esto

dificultaria o, en casos extremos, impediria la identificaciéon del compuesto dado que

puede llegar a producir un solapamiento de las resonancias del espectro.
1.6.1.2.3. Supresion de la sefial del agua

Es otro de los pasos de preparacion. Es necesario debido a que el agua es el compuesto

mas abundante en el parénquima cerebral con mucha diferencia. Su concentracion es

. 4 5
aproximadamente entre 10 y 10" veces la del resto de compuestos, de manera que nos

los enmascararia. Existen diferentes métodos para suprimir la sefial del agua(55).
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1.6.1.2.4. Obtencion del espectro del voxel seleccionado. Constitucion del espectro

Para obtener la sefial del voxel el aparato de resonancia envia una serie de pulsos que

excitan selectivamente los 'H del drea de interés seleccionada, y recibe la sefial enviada
por los mismos al relajarse, por medio de una antena receptora. Este proceso se repite
un nimero de veces determinado y el resultado final sera el promedio de la sefal
obtenida con todos los pulsos. Con ello, se obtiene una grafica que nos muestra la
evolucion de la sefial (corriente eléctrica) respecto al tiempo , denominada FID (“free

induction decay”).

La informacion que nos ofrece la FID est4 constituida por la suma de las sinusoides de
relajacion de los multiples protones incluidos en el voxel. Mediante el procesado y
analisis de la FID se pretende evaluar el nimero de sinusoides que la componen y la
amplitud de cada uno. El procesado implica TF que permite pasar del dominio tiempo a

frecuencia el espectro que analizamos (56)
1.6.1.2.5. Influencia del tiempo de eco sobre el espectro

Para optimizar la adquisicion del espectro se pueden variar diferentes parametros. La
modificacion de estos parametros influird no solo en la apariencia del espectro, sino
también en la informacion que puede ser extraida. Uno de los mas relevantes es el
tiempo de eco (TE). En la actualidad, el TE usado “in vivo” por la mayoria de grupos
varia entre 18 ms y 288 ms. A este respecto, se habla de estudios con TE corto o largo,
utilizando la mayoria de estudios con TE corto un TE entre 18 y 45 ms, y los estudios
con TE largo entre 120 y 288 ms. Se han aducido diferentes argumentos a favor y en
contra de cada opcion. Un TE largo permite observar un nimero reducido de
metabolitos con menor distorsion de la linea de base. El resultado es un espectro mas
sencillo de procesar, analizar e interpretar. Con TE de alrededor de 136 ms los dobletes
de alanina y lactato se encuentran invertidos, siendo mas sencillo diferenciarlos de
lipidos y otras macromoléculas (57). Por otro lado, en TE corto son visibles un mayor
nimero de resonancias debido a que la sefial de compuestos con fuerte modulacion

puede perderse a TE largo. De esta manera, es necesario un TE corto para mejor
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valoracion de algunos compuestos como por ejemplo lipidos, mio-inositol, glutamina o

glutamato. La influencia del TE en la clasificacion de tumores cerebrales “in vivo” no

ha sido estudiada en profundidad, y no existe una decision unanime sobre el TE a ser
utilizado con este fin. Aunque en esta tesis defendemos que TE corto y largo es la mejor

opcion.

En los trabajos de esta tesis se ha utilizado secuencias con TE corto y largo (136 ms)

porque:
1. Producen mejor diferenciacion entre lactato, alanina y lipidos

2. Probablemente existe un significado diferente en la observacion de lipidos a TE

largo respecto a TE corto

3. La cuantificacion es mas sencilla y por lo tanto se ha considerado que los resultados

deberian ser mas reproducibles

4. El hecho de ser mas sencillo de analizar, cuantificar e interpretar puede condicionar

una aplicacion mas satisfactoria en la practica clinica.

1.6.1.2.6. Secuencias de voxel unico frente a secuencias multivoxel.

Una de las limitaciones de la utilidad clinica de la ERMN de volumen unico (58) estriba
en la correcta localizacion del voxel en la zona de la lesion mas representativa, que

pueda diferenciar adecuadamente:
a) El tipo de lesion, algunos perfiles metabdlicos son parecidos entre diferentes
patologias como, por ejemplo, absceso, infarto, lesion desmielinizante, gliosis y

tumores gliales de grado bajo

b) La agresividad en tumores gliales, que estd directamente relacionada con el

protocolo de su tratamiento clinico.
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Los tumores gliales, en particular los GBM, son bastante heterogéneos. Esta
heterogeneidad en la composicion (necrosis, celularidad, edema, ...) puede incluso
limitar el diagnostico por anatomia patoldgica, técnica de referencia, ya que el resultado
de la misma depende directamente de la muestra recogida tanto en el proceso de toma
de biopsia o recesion total. La RMI y la ERMI tienen acceso a una vision total
anatdmica y metabolica de la lesion asi como de las regiones periféricas contiguas y
contralaterales. Como ejemplo de la heterogeneidad metabodlica y a su vez anatomicas

en la Figura 1 se muestra las diferencias en perfiles neuroquimicos en un GBM.
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Figura 1. Parte central: imagen transversal de una lesion de elevada agresividad (GBM). Parte derecha:
espectros a TE corto y largo de la zona de alta celularidad. Parte izquierda: espectros a TE corto y largo
de la region con prevalencia de necrosis

Como se comprueba en la figura anterior, la diversidad en la estructura anatémica (zona
central) se refleja de manera directa en la heterogeneidad de los perfiles metabdlicos en
las diferentes partes, superior izquierda, segin direccion radiologica, de elevada
celularidad (alto contenido en compuestos de Colina sefial mas intensa) y media derecha
necroética (elevada composicion en Lipidos) en mayor proporcion. Este ejemplo muestra
de forma directa la necesidad de seleccionar de manera adecuada el volumen de interés,
asi como la muestra de biopsia, para el diagnostico correcto tanto del tipo como de la
agresividad de la lesion asi como la diferente y complementaria informacion

proporcionada por la adquisicion a TE largo y corto.
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1.6.1.2.7 CADS. Sistemas de apoyo al diagndstico radioldégico automatizado de tumores

cerebrales

Como se ha descrito en el apartado anterior los perfiles metabdlicos obtenidos mediante
ERMN in vivo, y en particular mediante el protocolo disefiado en este trabajo de
investigacion, aportan informacion adicional complementaria y relevante para el apoyo
al diagnostico clinico mediante RMI. No obstante, esta ayuda al diagnostico requiere de
la cuantificacion de las cantidades de cada uno de los metabolitos observables y ya
comentados. Por otro lado, la evaluacion cuantitativa de las resonancias de los
neurometabolitos implica una experiencia en el andlisis de espectros de RMN. La
automatizacion del proceso de transformacion, andlisis y cuantificacion de los espectros
de ERMN in vivo podria constituir una alternativa al requerimiento de dicha
experiencia. Ademads, supondria un incremento en el grado de objetividad en la
evaluacion de las cantidades de los metabolitos. Para alcanzar dicho objetivo dentro del
proyecto europeo eTUMOUR (FP6-2002-LIFESCIHEALTH 503094) (59) se desarrollo
un programa de soporte a la decision para tumores del SNC, denominado CADS. Tanto
en el desarrollo, aportando informacion clinica fundamental, como en la parte de
evaluacion clinica final el servicio de Neurocirugia del Hospital La Ribera ha

participado activamente, en particular en el proceso de evaluacion clinica.

La automatizacion del proceso de analisis cuantitativo de los espectros ERMN ha sido
abordada en diversos programas de amplio uso biomédico (2,3). No obstante, estos
programas no son totalmente automaticos y requieren de ciertos conocimientos previos
y habilidades en espectroscopia de RMN por parte de los usuarios. Asimismo, se han
desarrollado programas que ayudan a la clasificacion los tumores del SNC, como
INTERPRET (4). Este ultimo utiliza j]MRUI para la transformacion y andlisis de los
datos espectroscopicos iniciales funcidon tiempo, paso previo a su uso en el proceso de
clasificacion. Durante el proyecto eTUMOUR se considerd fundamental el desarrollo de
un programa (CADS) totalmente automatizado, tanto para la transformaciéon y
cuantificacion de las resonancias de los espectros ERMN de volumen tinico, como para

el proceso de clasificacion de los tumores cerebrales a partir de los datos anteriores. De
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esta manera, se intentaba garantizar el uso clinico directo del programa de CADS como

una herramienta informatica mas en los servicios de neuroradiologia.
El proceso del desarrollo del CADS se dividio en tres etapas:

1) Disefio e implementacion del conjunto de moddulos para la transformacion y
cuantificacion de los espectros ERMN in vivo.

i1) Inclusion y aplicacion de los moddulos originales desarrollados para la
clasificacion de tumores.

ii1) Evaluacion de la utilidad clinica de CADS.

1.6.2. Metabolitos presentes en los espectros de tumores

Una vez obtenido y procesado el espectro, se puede relacionar cada resonancia en el
espectro con un metabolito en el tejido, y la cantidad de este compuesto se puede
valorar segun el area de la resonancia (60). A continuacion se describe la informacion
que aportan diferentes metabolitos que se pueden observar en un espectro de proton de

tumores y que han sido utilizados en el andlisis de los espectros:

— N-acetil aspartato (NAA) y otros compuestos N-acetilados (NACC). Su resonancia se

encuentra centrada en 2,02 ppm y es la mas intensa que se observa en la ERM H del
parénquima sano. Diversos estudios sugieren que estos compuestos estan presentes de
manera especifica en la neurona del cerebro de personas adultas y que, por tanto, seria
un marcador especifico neuronal. Se ha descrito disminucion de NAA en enfermedades
que presentan pérdida de neuronas o axones (demencia, placas antiguas de esclerosis

multiple, isquemia, esclerosis mesial, tumores) (61)

— Creatina y fosfocreatina. Presentan una resonancia principal en 3,03 ppm y una
segunda resonancia en 3,90 ppm. Son compuestos relacionados con la capacidad
energética celular. Se ha sugerido como marcador de los sistemas dependientes de
energia en las células del sistema nervioso central (SNC). Se considera la resonancia
con menor variabilidad del cerebro. No obstante, disminuye en tumores cerebrales, ya
sea por existencia de un bajo nivel energético o, en el caso de tumores secundarios, por

originarse de células que no contienen este compuesto.
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— Derivados de la colina. Esta resonancia aparece en 3,20 ppm. Presenta
contribuciones de diferentes metabolitos, como la colina libre, la fosforilcolina, la
glicerofosforilcolina y la fosfatidilcolina. Refleja metabolismo de destruccion y
regeneracion celular y esta aumentada en procesos que producen hipercelularidad. La
explicacion mas habitual al incremento de este compuesto es la presencia de productos
de degradacion de la mielina por destruccion de ésta. Se han correlacionado los valores
de colina in vivo con el potencial de proliferacion tumoral, determinado por el analisis

inmunohistoquimico de biopsias utilizando Ki-67 para gliomas y meningiomas.

— Lactato. Se detecta en 1,35 ppm y proporciona informacion sobre el grado de
metabolismo aerobio-anaerobio de la region. En condiciones normales no se detecta en
el parénquima cerebral. Su presencia indica que la respiracion oxidativa normal esta
alterada y que los carbohidratos estan siendo catabolizados por la via anaerobia. Esta
situaciéon se da en lesiones altamente celulares y metabdlicas que han crecido por
encima de lo que su aporte vascular les permite. Las situaciones de hipoxia originan, de
manera practicamente instantdnea, incremento de lactato por activacion de la via
anaerobia de degradacion de la glucosa. También se encuentra en lesiones quisticas o
necroticas. Estd aumentado en lesiones de alto grado, pero su correlacion con el grado
tumoral o con el metabolismo tumoral valorado por tomografia de emision de

positrones (PET) no es buena.

— Mioinositol. Produce su sefial predominante a 3,56 ppm. Es un azlicar que forma
parte de un tipo de lipidos, fosfatidilinositol, y también de un grupo de mensajeros, los
inositol polifosfatos. También se le da un papel como osmolito y se ha sugerido como
marcador de astrocitos. Se encuentra aumentado en astrocitomas de bajo grado y

disminuido o ausente en tumores no gliales.

— Glicina. Origina una sefial en 3,56 ppm que se superpone a la sefial del mioinositol.

Se ha descrito aumentada en glioblastomas multiformes y visible a TE largos

— Glutamina y glutamato. Originan una serie de sefales en las regiones 2,2-2,4 y 3,6-

3,8 que se valoran mejor a tiempo de eco (TE) corto. Son dificiles de separar a un
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campo magnético de 1,5 T. Diversos estudios sugieren que se considere a la glutamina-
glutamato como marcador glial. No obstante, la presencia de glutamina-glutamato

aumentada es un prominente hallazgo de los meningiomas.

— Lipidos. Originan dos resonancias principales en 0,9 ppm (lipido 0,9) y 1,3 ppm
(lipido 1,3) relativamente anchas, que se deben a los grupos metil y metileno,
respectivamente, de la cadena de acidos grasos. Pueden originar otras sefiales menores
entre 2-2,5 y 5-6 ppm. Su identificaciéon en el espectro se ha relacionado con la
presencia de necrosis y se proponen como criterio de malignidad, sobre todo si aparecen

en espectros registrados con un TE largo. (62)

— Alanina. Es un aminoacido no esencial que resuena en 1,45 ppm y que se ha

detectado en grandes cantidades en un porcentaje significativo de meningiomas.

— Taurina, scilloinositol, glucosa. Estos metabolitos resuenan en el area comprendida
entre 3,3 y 3,45 ppm, y su diferenciacion es dificil. La taurina es un aminoacido
implicado en la neurotransmision, la osmorregulacion y el crecimiento. Se ha detecta-
do en cantidades elevadas en el meduloblastoma. El scilloinositol es un isémero del
inositol. Su resonancia presenta menos intensidad que el isdbmero mas comun (mio-
inositol). La glucosa es una de las principales fuentes de energia; hasta el momento, se

le ha encontrado escasa utilidad.

Para terminar este apartado se quiere subrayar que la correlacion resonancia-metabolito

no es exacta. Diferentes protones en un mismo compuesto pueden presentar resonancia

. . . 1 :
en diferentes localizaciones del espectro de igual modo, H procedentes de diferentes

compuestos se pueden superponer en un mismo area del espectro.
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1.7. ERM 1H en el estudio de tumores cerebrales

1.7.1. Antecedentes

Con el desarrollo de técnicas de ERM H apropiadas para su utilizacion “in vivo”, la

informacion bioquimica que aporta la ERM H se ha ido combinando, cada dia con
mayor frecuencia, a la informaciéon morfologica que aporta la IRM. La accesibilidad

actual de paquetes de software de espectroscopia ha incrementado su uso en situaciones

. - : : 1 ,
clinicas cotidianas. En la actualidad, se pueden obtener estudios ERM H en la mayoria

de equipos de resonancia con una duracidon cada vez mas ajustada. Por lo tanto, los
: 1 . o : : .
estudios de ERM H pueden ser afiadidos en los estudios de RM convencional sin

. . 1 . ,
grandes inconvenientes. Uno de los terrenos en que la ERM H ha ido ganando mas

terreno ha sido el del diagnéstico de tumores cerebrales. (63)

1.7.2. Interés de la ERM 'H en el diagnostico de tumores cerebrales

Para un manejo 6ptimo de los pacientes afectos de tumor cerebral, es necesario disponer
de un diagnoéstico lo més exacto posible. La IRM puede proporcionar un diagnostico
inicial de las masas cerebrales con una exactitud diagnostica de entre 30 y 90%
dependiendo del tipo de tumor (64, 65). La anatomia patologica (AP) sigue siendo
considerada el “gold standard” para determinar el diagnostico definitivo, por lo que la
biopsia del tumor sigue siendo necesaria. No obstante, la mortalidad descrita en la
realizacion de biopsias es del 1,7% (66). En un estudio de 550 pacientes a los que se
practicoO biopsia estereotdctica, Yu y colaboradores (67) encontraron que un 8%
presentaban procesos inflamatorios o abscesos, un 2,2% presentaban otro tipo de

lesiones, un 3,4% fueron biopsias no diagnoésticas, y un 8% padecieron complicaciones.

Un método no invasivo, como lo es la ERM H, que permitiera predecir con exactitud el
tipo de lesiones, podria evitar biopsias en procesos no tumorales o tumores poco
accesibles que serian tributarios de radio-quimioterapia mas que de reseccion

quirargica.
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1
1.7.3. Limitaciones en la correlacion entre ERM H y anatomia patologica.

Dado que la AP es la referencia para el diagnostico de los tumores cerebrales, los

1 .
resultados de la ERM H se tendrdn en cuenta segin su correlacion con la AP.

Cualquier dificultad en establecer esta correlacion correctamente, sea derivada de la AP

o de la ERM lH, redundara negativamente en los resultados atribuidos a la ERM 'H.

Estas limitaciones explicaran también parte de las discrepancias entre estudios, segun la

técnica utilizada para la ERM H (posicionamiento del voxel, imagenes de referencia

pre o postcontraste, técnica de voxel unico o multivoxel) y para la AP (biopsia

estereotactica, reseccion parcial, reseccion total). (67) Existen varias limitaciones a

considerar:

1.

Los tumores pueden ser muy heterogéneos y su espectro puede contener
informacion de multiples compartimentos de tejido : células tumorales viables,
areas de necrosis, dreas quisticas, tejido normal (infiltrado). Cada
compartimento aporta un tipo determinado de informacién que condiciona la
clasificacion, por lo que debe tenerse muy en cuenta en base a que componente

se ha elaborado cada clasificador antes de aplicarlo.

Células de diferente grado tumoral pueden coincidir en un mismo tumor (18). El

: 3 3
espectro de un voxel de determinado volumen (I cm — 8 cm) nos
proporcionara el espectro promedio de ese volumen, mientras que el diagnostico
AP considerard el mayor grado detectado en la muestra, aunque represente

unicamente una pequefia proporcion del voxel.

El diagndstico histopatologico de una pequenia muestra del tumor obtenida por

estereotaxia puede no ser representativa de la totalidad del tumor . No se trata de
una limitacion de la ERM H sino de la técnica quirurgica y/o la AP pero

condicionard un diagnéstico por ERM H diferente del anatomopatalogico, que

sera considerado incorrecto.
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4. Lo mismo sucede con la muestra obtenida del voxel seleccionado para la

realizacion de ERM 'H. El espectro obtenido puede no correlacionarse con el
diagnostico AP por no haber estudiado el area de mayor grado. Se trata de una
limitacion propia de las técnicas de voxel Uinico que queda minimizada en las
técnicas multivoxel, en que la totalidad del tumor queda incluida en el estudio ,
de ahi que se proponga en esta tesis un protocolo que incluya volumen unico
mas espectroscopia de imagen que puede proporcionar una vision mas completa
de heterogenicidad del tumor , disponer como referencia tejido contralateral y

detectar infiltraciones

5. Una tultima limitacion viene derivada también de la AP. Algunos estudios han
demostrado discrepancias en el diagndstico emitido por diferentes

anatomopatologos sobre una misma muestra . Estas discrepancias revertiran en

: 1 .
los resultados obtenidos para la ERM H. A pesar de estas limitaciones, hay
patrones de espectroscopia que se han demostrado caracteristicos de

determinados tipos tumorales, y diferentes técnicas estadisticas se han mostrado

: . 1 .
capaces de relacionar determinados patrones de ERM H con determinados

grupos tumorales

1.7.4. Diferenciacion parénquima cerebral normal / tumor

La ERM se ha demostrado util para distinguir entre parénquima cerebral normal y
tumores cerebrales . Las principales caracteristicas descritas en los tumores cerebrales
son: descenso de NAA , descenso de Cr, aumento de Cho, aumento de Gly/ml ,
presencia de Lact, aumento de Glx y presencia de resonancia de lipidos en diferentes
proporciones . El descenso de NACC expresaria la reduccion o ausencia de neuronas y
axones en la mayoria de tumores, mas marcada en tumores extraaxiales. La disminucion
de Cr es un hallazgo inconstante en tumores, que se ha asociado a un status de baja
energia, o al origen celular de tumores metastasicos en células que no contienen Cr. La
elevacion de Cho es un hallazgo muy prevalente en tumores. Se ha justificado por la
proliferacion de las membranas celulares. El lactato apareceria a partir de su

acumulacion en 4areas quisticas y necrdticas, o a partir de sobreproduccidon en tumores
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con una alta ratio de glicolisis y activacion de la via anaerobia. De su origen se justifica
que su distribucidn en el tumor sea heterogénea. Los lipidos se han asociado a areas de

necrosis. (68)

Un aspecto de mayor dificultad es la distinciéon entre tumor y proceso patoldgico no
tumoral como procesos inflamatorio-infecciosos, infarto subagudo, Esclerosis
Multiple.De todos modos, el papel de estos metabolitos en el diagnostico de una lesion

como tumoral debe ser valorado con cautela. En un estudio realizado con 241 pacientes

con sospecha de neoplasia, 6 de los que mostraron un patron de ERM '"H tumoral
resultaron corresponder a astrogliosis reactiva en la AP . En este estudio se sugiri6 que
el aumento de Cho en estos casos podria ser debido a proliferaciéon de elementos
celulares del sistema inmune y astroglia. A pesar de que los cambios espectroscopicos
asociados a gliosis son una moderada elevacion de Gly/ml y Cho, con moderada
reduccion de NACC, una gliosis reactiva severa puede llevar a cambios que pueden ser

confundidos con un tumor de bajo grado . Més alld de la semana de evolucion, algunas

: . . 1 .
lesiones isquémicas se pueden confundir con tumores por ERM H . Un tercer motivo

de falso positivo pueden ser algunas formas pseudotumorales de EM. (69)
1.7.5. Tumores gliales. Diferenciacion del grado tumoral

Los hallazgos descritos como tipicos de los astrocitomas incluyen una reduccion del
nivel de NACC, moderada reduccion de niveles de Cr y elevacion de Cho. Multiples
estudios han analizado la capacidad de la ERM para distinguir entre diferentes grados
tumorales en astrocitomas (70) e incluso en el area de infiltracion tumoral y han

propuesto diferentes marcadores:

1.7.5.1. INCREMENTO DE LOS COMPUESTOS DERIVADOS DE LA COLINA
CON EL GRADO TUMORAL

En multiples trabajos se ha afirmado correlacion directa entre el area de Cho y el grado
tumoral en tumores astrociticos. No obstante, este incremento lineal con el grado no se
ha constatado en todos los estudios. Es un hecho prevalente que los niveles de Cho en
astrocitoma anaplasico son mayores que en astrocitoma de bajo grado, pero diversos
estudios han encontrado niveles de Cho menores en glioblastoma que en astrocitoma

anaplasico. Puede ser debido a predominio en el voxel de areas necrdticas sobre areas
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celulares proliferativas. Esto explicaria también la variabilidad presente entre estudios,
dependiendo de la estrategia utilizada para posicionar el voxel sobre el tumor, y cierta
discordancia entre estudios practicados “in vitro” e “in vivo”, dado que los primeros

sOlo consideran areas de tumor viable no necrotico.
1.7.5.2. PAPEL DEL LACTATO EN LA GRADACION DE TUMORES

También se ha sefialado la presencia de lactato como indicador de alto grado tumoral.
La justificacion del aumento de lactato con el grado tumoral seria que el aumento de la
actividad metabolica desplazaria el metabolismo celular hacia la via anaerobia,
provocando depdsito de lactato. Otros estudios han demostrado gran variabilidad en la
cantidad de lactato , que se justifica porque la presencia de este metabolito no depende
unicamente de su produccion por parte de las células, sino de la capacidad de lavado del
mismo. De este modo se acumularia en areas quisticas o con mala llegada del arbol

vascular.
1.7.5.3. PAPEL DE LOS LiPIDOS EN LA GRADACION DE TUMORES

Los lipidos se han relacionado con areas de necrosis (71), y por tanto se encontrarian en
tumores de alto grado tumoral . Serian pues indicadores de alto grado tumoral y se
encontrarian presentes en glioblastomas. Se han descrito en diferentes proporciones en
astrocitomas anaplasicos dependiendo de los estudios. Con respecto a los glioblastomas,
algunos grupos han distinguido entre glioblastomas con lipidos y glioblastomas sin
lipidos de cara a su clasificacion , y han intentado correlacionar estos dos patrones con

el grado de actividad tumoral.

1.7.5.4. PAPEL DEL MIO-INOSITOL Y LA GLICINA EN LA GRADACION DE
TUMORES

Estos compuestos resuenan aproximadamente en la misma posicion del espectro (3,55 —
3,56 ppm), de manera que no es posible diferenciarlos inicamente por su posicion pero
si por TE (tiempo echo). Se ha descrito un descenso del Myo-inositol con el grado
tumoral . Por otro lado, estudios “in vitro” han detectado un aumento de la cantidad de

glicina en glioblastoma .
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1.8 HR-MAS (ESPECTROCOPIA DE RMN DE ALTA RESOLUCION CON
GIRO A ANGULO MAGICO)

Una de las cuestiones relevantes para la validacion de la utilidad biomédica y/o clinica
de los perfiles metabdlicos ex vivo de biopsias mediante RMN, lo que se conoce y ya se
ha definido como HR-MAS (espectroscopia de RMN de alta resoluciéon con giro a
angulo magico), estriba en poder determinar la correlacion entre dichos perfiles
metabolicos y el tipo de tejido analizado. Esta correlacion es mucho mas determinante
en los tumores del SNC y en particular en los gliomas, dada su gran heterogeneidad
(72).

Una de las potenciales limitaciones de la aplicabilidad clinica de la técnica de HR-
MAS, radica en la posibilidad de imprecisiones en la diferenciacion entre los diferentes
tipos de tumores del SNC, y en particular entre gliomas, relacionadas con el tipo de
tejido de biopsia usado para la obtencion del perfil metabolico (73). La situacion
habitual es que los estudios se centren fundamentalmente en la caracterizacion de tumor
SNC, sin entrar a considerar la diversidad de tipos de tejido en el interior de la region
tumoral. La heterogeneidad, una caracteristica particular de los tumores del SNC, afecta
no solo al grado del tumor (74) sino también al tipo de tejido dentro del tumor. Existen
bastantes situaciones en las que el conocimiento previo del tipo de tejido puede ayudar a
una clasificacion més precisa del tumor. Por ejemplo, en los tumores gliales de alto
grado, ademas de células tumorales viables pueden existir regiones necroticas y, en el
caso de tumores altamente infiltrantes, puede aparecer también contribucion por parte
de tejido normal cerebral del borde de la region afectada.

Hasta la fecha, el analisis histopatologico es el procedimiento estandar rutinario usado
para poner de manifiesto la contribuciéon de necrosis, elevada celularidad y tejido
periférico. La manipulacion del tejido de biopsia para el examen histologico puede
limitar y limita las posibilidades de ser utilizado en otras técnicas adicionales como
gendmica, protedmica o metabolomica. HR-MAS puede ser una técnica que en gran
medida reduzca dichas limitaciones y por consiguiente sea una técnica complementaria,
que ya ha sido usada para revelar el estado de micro-heterogeneidad del tumor ,
observar las alteraciones metabolicas previas a que las morfoldgicas sean detectables , y
correlacionar con las caracteristicas histopatoldgicas (75). Especificamente, se ha
podido correlacionar de manera lineal la concentracion de lipidos méviles y de colina

con la necrosis y celularidad, respectivamente. Mientras que elevados niveles de NAA
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son caracteristicos de las regiones periféricas del tumor en contraposicion a la region
activa del tumor. La pequena cantidad de tejido (aprox 10-30 mg) usada en los estudios
de HR-MAS puede implicar un primer nivel de correlacion entre perfiles metabolicos y
tipo de tejido de la biopsia. Ya que a priori la integridad del tejido es parcialmente
conservada durante el estudio mediante HR-MAS, resulta interesante investigar la
posibilidad de diferenciacion entre los diferentes tipos de tejidos tumorales usando
exclusivamente los perfiles metabdlicos ex vivo. Esta potencial correlacion obtenida ex
vivo podria ser trasladada a la imagen de espectroscopia in vivo y asi incrementar su

utilidad clinica.

1.8.1 Diferenciacion tumor glial / metastasis

En la actualidad, la RMI se usa ampliamente en medicina como una técnica no invasiva
para detectar y diagnosticar patologias cerebrales. Sin embargo, la capacidad para
diferenciar entre tipos de tumores se encuentra practicamente limitada a la biopsia, que
presenta riesgos significativos y estd asociada a un mortalidad estimada entre el 0,6% y
el 4,2% . En este contexto, la diferenciacion entre lesiones solitarias de metéstasis y
GBM representa un ejemplo importante (76). Ambos se encuentran entre las neoplasias
cerebrales mas comunes en adultos. La historia clinica, el nimero de lesiones y la RMI
convencional no son siempre capaces de distinguir entre metastasis y GBM. Esta
diferenciacion es importante ya que ambos tumores requieren estrategias de tratamiento
diferentes.

La ERM ha sido usada para encontrar patrones de reconocimiento para la diferenciacion
entre metastasis y GBM . Esta técnica, como ya se ha comentado en previos apartados
de este trabajo de investigacion, proporciona informacidon metabdlica acerca de la
composicion bioquimica del tejido normal y patoldgico. A través de del estudio de las
alteraciones de las concentraciones de metabolitos, se pueden potencialmente mejorar el
conocimiento de la patofisiologia subyacente. Sin embargo, hasta la actualidad, estas
aproximaciones de volumen unico, incluyendo datos a tiempo de eco (TE) corto y largo,
no han proporcionado una diferenciacion fiable entre los dos tipos de tumores.

La espectroscopia de resonancia magnética de proton de imagen (ERMI) es capaz de

proporcionar el mapa de metabolitos en el cerebro, permitiendo visualizar la
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distribucion espacial de los metabolitos. Law y colaboradores (78) encontraron un
cociente elevado de colina/creatina en la region de realce tumoral y en el area periférica
al realce en GBM en comparacion con las metéstasis usando ERMI. En cambio, no se
encontraron diferencias para la relacion NAA/creatina entre ambos grupos de tumores.
La conclusion de dicho estudio fue que la técnica ERMI puede ser usada para
diferenciar entre GBM y metastasis . Ademads, Chiang y colaboradores (79) también
mostraron valores significativos mayores de colina/creatina (Co/Cr) en el area
peritumoral al realce en GBM en comparacion a metastasis, que permitieron un
diagnostico diferencial entre los dos tipos de tumores. Por el contrario, no se
encontraron diferencias estadisticas en la regién de realce tumoral para el cociente

Co/Cr.

1.9 DESARROLLO ERMi (Espectroscopia Resonancia Magnética de Imagen) en

el diagnostico de Gliomas.

La aplicacion clinica de la RMN y de la Resonancia con Espectroscopia In vivo ha
permitido abrir el camino para el estudio morfolégico y bioquimico de los tumores
cerebrales (159-164). RMN y RMN con espectroscopia aportan importante informacion
clinica que permite la discriminacion entre lesiones tumorales y no tumorales (165-
169), tipo de tumor y grado (170-174), diferenciaciéon entre tumor primario Yy
metastasis(18), la deteccion de infiltracion tumoral con respecto a areas tisulares
normales o edema cerebral (175-176). Ademés , la RMN con espectroscopia combinada
con la RMN es 1til en el seguimiento de lesiones tratadas, distinguiendo entre necrosis y
progresion tumoral (177-178) aportando informacion de la extension tumoral en la
planificacion quirargica y radioterapica (179,180). Aunque , la informacion morfologica
y bioquimica que se puede obtener estd limitada a los bajos campos magnéticos

utilizados en la clinica practica (normalmente de 1,5 a 3 Teslas).
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La MRM (Microscopia de RM) con una resolucion de menos de 100 micras (181) es un
método de adquisicion de imagenes que se ha convertido en una técnica valiosa para el
estudio preclinico de enfermedades neurologicas humanas [182]. El estudio ex vivo de
tejidos biologicos y oOrganos por RMN de alto campo (MRI) permite una mayor
resolucion espacial y tiempos mas largos de estudio sin artefactos de movimiento [183]
y, por lo tanto puede proporcionar detalles morfoldgicos que seria muy dificil o casi
imposible de lograr en estudios in vivo. En muestras de tejido humano, el estudio ex
vivo de la corteza cerebral [184] y piezas del hipocampo [185] a 9,4 T y la corteza
visual [186] a 14 T, ha proporcionado detalles sobre la citoarquitectura en diferentes
estructuras con una resolucion de 78x78x500, 200x200x200 and 80x80x80 pm
respectivamente. Sin embargo, los ejemplos de los estudios ex vivo de imagenes de los
tejidos tumorales del cerebro humano mediante microscopia de resonancia magnética
son escasos se ha realizado estudios en resecciones de malformaciones cavernosas
cerebrales humanas se ha estudiado por microscopia de RMN en 9,4 y 14 T con la
resolucion isotropica de 60 micras que permite el estudio de la angioarquitectura de
estas lesiones cerca de la resolucion histologica [187]. Diversos tipos de meningioma y
muestras de gliomas cerebrales se han estudiado por microscopia de MRI en 14T con la
resolucion de 34x34x500 micras que permite la observacion de las caracteristicas de
tejidos finos (188) Todas las muestras histologicas incluidas en estos estudios de RMN
ex vivo fueron muestras fijadas con formalina (184-188) y en algunos casos los tejidos

fueron tratados con novedosas técnicas de contraste dirigidas por constrastes especificos

Ademas, los procesos de fijacion de tejidos en biopsias y autopsias se ha demostrado
que alteran las propiedades histologicas . El uso de sustancias de fijacion puede
modificar de forma sustancial la concentracion de metabolitos, contaminando la muestra
y cambiando los tiempos de relajacion de los tejidos). La realizacion espectroscopia de
RMN y RMN de alto campo permiten realizan estos estudios bioquimicos en pacientes

in vivo
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La combinaciéon de RMN Espectrocopia y RMN de alto campo han permitido aplicar
estudios de metabolitos cerebrales in vivo de ratas (189-190). El uso de tiempos Echo
muy cortos ( 1ms), rendimiento FASTMARP ajuste de campo (191) y supresion de senal
de agua (VAPOR) permiten obtener espectros a alto campo con elevada resolucion en
cerebros de rata y asi poder identificar los metabolitos alanina, aspartarto, colina,
creatina, GABA, glucosa, glutamato, glutamina, mio-Inositol, lactato, N-acetilaspartato,
N-acetilaspartoglutamato, fosfocretaina, glicina y taurina.

Las concentraciones de estos metabolitos y otros como fosforiletanolamina y scilo-
inositol, han sido cuantificados en el cerebro de la rata mostrando una buena correlacion
con los datos neuroquimicos descritos en la literatura . La seleccion del tiempo correcto
de eco ha permitido correlacionar datos in vivo como la concentracion in vivo de
glucosa como alternativa a la medicina nuclear (192-195). La cuantificacion del
metabolismo energético del cerebro de la rata usando (1-">C) D-glucosa con medida
simultanea de lactacto, glucosa y fosfocreatina ha sido posible con el uso de secuencias
seleccionadas de 'H unido a °C (190). Otros metabolitos como glutamato, glutamina y
GABA se han estudiado por contener °C .Los tumores cerebrales estudiados con RMN
y RMN espectroscopia son habitualmente gliomas, tumores cerebrales derivados de la
glia, que son los tumores cerebrales primarios mas frecuentes (196). El glioblastoma
multiforme (GBM) es le tumor de alto grado glial mas frecuente en el sistema nervioso
central en adultos (197). Estudios de RMN en GBM muestran tumores mal delimitados
con areas de necrosis, formaciones quisticas y edema . Microscopicamente los hallazgos
mas relevantes son la diversidad de formas celulares, la densa celularidad, la presencia
de necrosis focal y la proliferacion vascular intratumoral y peritumoral . La
proliferacion microvascular estd presente en el 95% de los GBM y permite tipificar el
grado de malignidad de los tumores gliales (196-198). La identificacion de la zona
limitrofe entre la infiltracion tumoral y el parénquima normal es uno de los mayores
problemas a resolver para la planificacion del inicio de la terapia. Estas dreas de
infiltracion tumoral son dificilmente identificables en las técnicas de RMN

convencional siendo el area de recidiva y recurrencia tumoral tras cirugia y radioterapia.
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En este estudio, la RMN y la Resonancia Espectroscopia de alto campo se combinan
(ERMi) para la obtencién de informacion bioquimica local asi como el estudio vascular
3D y citoarquitectura en biopsias de GBM humano. En este estudio, la relacion
sefial/ruido se ha mejorado lo suficiente como para permitir la comparacion directa ente
las piezas histologicas usadas como referencia y los detalles microanatémicos
obtenidos. Ademads la espectroscopia multivoxel aporta informacion de la distribucion
espacial de los metabolitos complementariamente al voxel tnico, esto se ha visto en
estudios de tumores en animales con RMN de alto campo y espectroscopia . Este detalle
metabolico e informacién estructural puede ser de vital importancia en el prondstico de
los GBM. Este estudio se ha realizado usando el contraste convencional y las muestras
no se han modificado mediante técnicas de fijacion para facilitar el estudio abierto a ser
completado en estas muestras con Chips de DNA, protedmica, inmunohistoquimica o
espectroscopia de masas. Estas técnicas pueden aportar informacién bioquimica
adicional que mejoren la clasificacion tumoral, prondstico asi como un tratamiento

especifico.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo de esta Tesis se centra en la descripcion de los resultados de investigacion
obtenidos de la colaboracion de los Departamentos de Radiologia y Neurocirugia del
Hospital de la Ribera con el Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de
Valencia, en particular enmarcado dentro del Convenio de Investigacion entre ambas
instituciones y especificamente en la extensa colaboracion durante la propuesta y
desarrollo del proyecto europeo e TUMOUR (LSHC-CT-2004-503094 ), para el estudio
de los tumores cerebrales primarios y secundarios mediante el uso de espectroscopia in
vivo y ex vivo y asi como una técnica no descrita en la literatura hasta este trabajo que
es la microscopia por resonancia magnética. Los objetivos , recogida de datos y
resultados de ha seguido tres fases. Para poder entender como se complementan estas
tres técnicas realizamos una breve introduccion seguida de los objetivos por apartados,

esquema que mantenemos en material y métodos asi como en los resultados.

En una primera fase se desarrollo un nuevo protocolo para el diagnostico diferencial de
tumores gliales con las metastasis mediante en el analisis de los metabolitos presentes
en estudios de espectroscopia mediante la combinacion de tiempos eco largos y cortos
en volimenes voxel tnicos. El uso de esta nueva técnica se aplica en el diagnostico
automatizado mediante el programa CADS validando la técnica asi como para el

diagnostico diferencial entre gliomas y metéstasis.

En una segunda fase de la Tesis se analizaron mediante HR-MAS muestras ex vivo de
biopsias de tumores cerebrales y se validan los resultados obtenidos in vivo con los

resultados ex vivo y estudio histolégico.

En una ultima fase se realizaron estudios ex vivo de microscopia por resonancia
magnética de las muestras obtenidas para obtener imagenes de alta resolucion a escala
celular e histoldgica de los tejidos analizados mediante HR-MAS y obtener tanto un
perfil metabolico con tiempo eco largo y corto de diferentes areas tumorales junto a un

estudio de imagen a nivel tisular que permita su traslacion de ex vivo a in vivo.
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2.1 ESPECTROSCOPIA DE RMN IN VIVO (ERM)

2.1.1 Desarrollo y verificacion de un nuevo protocolo de RMN
Espectroscopica in vivo para el diagndstico diferencial entre los diferentes

tumores gliales

En este apartado se comprobara la aplicabilidad de la ERMN:

1. En la ayuda al diagnostico diferencial entre diferentes tipos de lesiones
cerebrales,
2. Protocolo de adquisicion que permita estadiar la agresividad tumoral.

a. Obtencion previa de datos de ERMI que permitira la localizacion
mas precisa de las areas de maxima agresividad (elevada
celularidad) evitando al méximo las regiones de necrosis

b. Posterior localizacion de los volimenes tnicos en la zona de
mayor celularidad.

3. Determinacion del grado de infiltracion de los voxels contiguos a la

lesion fuera de la zona de realce de contraste.

2.1.2. Desarrollo y evaluacion de un Sistema de Apoyo al Diagnoéstico

Clinico (CADS) de tumores del SNC mediante ERM

Valoracion de la utilidad clinica y rendimiento del programa CADS, con los

siguientes objetivos especificos:

1. Cambio en AUC (4rea bajo al curva) para el global de las curvas ROC
(curva caracteristica operativa del observador) a partir de la informacion
de MRS/CADS (espectroscopia RMI/CADS) respecto a la informacion

obtenida exclusivamente mediante RMI.
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2. Determinacion de la sensibilidad y especificidad de la clasificacion
obtenida mediante MRS/CADS respecto al procedimiento estandar local
de diagnoéstico para el conjunto de tipos de tumores usados en la

evaluacion.

2.1.3 Protocolo RMN Espectroscopia IN VIVO para el diagnostico
diferencial entre lesiones solitarias de GBM y metastasis mediante imagenes

nosologicas

Diferenciacion entre GBM y metastasis usando la informacion de ERMI y RMI
adquirida en el protocolo disefiado para esta tesis .
1. Los datos de ERMI turbo de dos dimensiones (2D-TSI), imagenes
potenciadas en T1 antes y después de la administracion de gadolinio
(Gd) e imagenes potenciadas en T2.
2. Los cocientes Co/Cr y NAA/Cr se compararan para GBM y metéstasis a
partir de las diferencias en la region tumoral, el area peritumoral y en la

region de no realce/hipointensa en T2.

2.2 RMN EX VIVO (HR-MAS)

2.2.1.- Correlacion del pérfil metabolico mediante HR-MAS de la muestra

de biopsia cerebral y tipo de tejido tumoral

1. Analizar si por medio de clasificacion no supervisada se puede identificar

para cada caso , el tipo astrocitoma predominante en el tejido tumoral.

2. Extraccion de la caracteristicas representativas de cada clase de tejido de

tumores del SNC

3. Comprobar si las conclusiones obtenidas pare el grupo de GBM se pueden
generalizar a los otros dos grupos de tumores gliales, con diferente grado de

agresividad.
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2.2.2 Clasificacion metabolica ex vivo (HR-MAS) de tumores del SNC

1. Determinar la capacidad de los perfiles metabolicos ex vivo obtenidos
mediante HR-MAS para estadisticamente diferenciar entre los tipos de

tumores del SNC mas comunes en adultos.

2.3 DESARROLLO DE MRM (Microscopia de RM) EN EL DIAGNOSTICO DE
GLIOMAS.

23.1 Deteccion a nivel microscopico de la citoarquitectura de

la biopsia de tejido cerebral

2.3.2 Diferenciacion metabélica en biopsias de GBM
Mediante MRM
233 Traslacion de perfiles metabdlicos ex vivo/in vivo en
gliomas
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3. MATERIAL Y METODOS

Es importante resaltar que la presente tesis es el resultado de afios de colaboracion entre
los Departamentos de Neurocirugia —Radiologia del Hospital de La Ribera y el
Departamento de Quimica-Fisica de la Universidad de Valencia, en los que se han
realizado diversos estudios a partir de muestras de biopsia cerebrales que han recibido
los consentimientos informados y aprobacion del comité de ética del Hospital Ribera
tanto en los casos de los estudios metabolico por espectroscopia en RMN in vivo como
ex vivo (HR-MAS y MRM). La experiencia del Departamento de Quimica-Fisica de la
Universidad de Valencia tanto en ERM como en HR-MAS en el estudio de tumores de
SNC ha llevado a este Departamento a coordinar un proyecto Europeo de gran
envergadura que incluye mas de 20 laboratorios y Hospitales de la Union Europea. El
VI Programa Marco Europeo ha aprobado el proyecto de investigacion e TUMOUR.
Este proyecto esta incluido en el area Combating Cancer y es el Gnico aprobado dentro
de este campo de conocimiento que coordina un grupo de investigacion internacional.
En el estudio participaron 14 Hospitales, catorce Universidades y centros de
investigacion, ademés de siete empresas de otros paises Europeos. El proyecto
eTUMOUR pretende mejorar la clasificacion del tipo y gradacion de los tumores
cerebrales a través de datos metabolitos y genético (Chips de ADN) complementando la
informacion histologica tradicional. Se pretende que esta informaciéon incida
directamente en una mayor precision en el diagnostico, prondstico y seleccion adecuada
de la terapia en los tumores del SNC. Para el correcto analisis de estos metabolitos y
hallazgos radiologicos se precisa que las muestras sean anonimas tanto de datos
epidemioldgicos como histoldgicos previos.

En conclusion los estudios se ha realizado con materiales en 3 fases : una primera fase
de estudio de ERM in vivo con resonancias de pacientes del Hospital La Ribera. Una
segunda fase de estudio ex vivo de HR-MAS de muestras de tumores cerebrales del
Hospital La Ribera y Clinico de Valencia asi como MRM. En una tercera fase dentro
del proyecto e TUMOUR se ha realizado analisis de ERM de imagenes radioldgicas en
las que han participado de forma andénima diferentes instituciones aportando estudios

radiologicos.
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3.1. Uso de nuevo protocolo de RMN Espectroscopica IN VIVO para el

diagnostico diferencial entre los diferentes tumores gliales

Para la evaluacion de la capacidad discriminativa del protocolo diseiado de  ERMN,
usando la combinacion de ERMN de volumen tnico y ERMI, se compararan, a modo
de ejemplo, los perfiles metabolicos de las siguientes lesiones cerebrales 2 abscesos, 1
infarto, 1 infarto hemorragico, 1 lesion desmielinizante, 1 lesion de Gliomatosis
Cerebri 1 control de Astrocitoma anaplasico y un GBM. La obtencion de estas muestras
y piezas histologicas de lesiones cerebrales se realizd en el Hospital La Ribera en el
marco del protocolo de recogida de muestras quirtrgicas del Servicio de Neurocirugia
con la aprobacion y supervision del comité de ética.

El ntimero total de casos que se han incluido en el desarrollo y verificacion del
protocolo propuesto para la diferenciacion de la agresividad en tumores gliales es 48: 13
Grado 11, 10 Grado Il y 25 Grado 1V.

Todos los estudios de resonancia se realizaron en un iméan superconductor de RM de 1,5
T de uso clinico (Gyroscan Intera, Sistemas médicos de Philips, Holanda) (Figura 2) en
los Servicios de Radiologia de la Clinica Quir6n, Valencia y Hospital La Ribera, Alzira.
En todos los estudios se utilizd la bobina estdndar de cabeza con el software de
espectroscopia avanzada. Las secuencias de 1H ERM se adquirieron en la misma sesion
que el estudio de RMI. Antes del estudio de espectroscopia, para localizar y situar con
la mayor precision posible las lesiones, se realizaron secuencias turbo espin eco (TSE)
transversal potenciadas en densidad protonica y T2 (tiempo de repeticion (TR)/tiempo
de eco (TE), 2.100/13 y 115 ms), eco planar (EPI) TSE potenciada en difusiéon (TR/TE,
1.412/145, b= 0 y 800 ms) y eco de gradiente potenciada en T1 (TR/TE/a, 20/4,6/20°).
Ademas, todos los pacientes tenian un estudio potenciado en T1 tras la administracion
de contraste, realizado el mismo dia o en dias anteriores al estudio de 1H ERM..

Para la adquisicion de los espectros de 1H ERM se utilizo la técnica de volumen Unico
(VOI). El VOI en cada tumor se eligi6 tan grande como fuera posible para obtener una
buena relacion sefal/ruido y una adecuada representatividad del tejido afectado, sin
incluir el parénquima periférico. También se evitd, en la medida de lo posible, la
inclusion de regiones quisticas en el volumen de interés. Para la localizacion del VOI se
utilizo6 la secuencia PRESS [82] con TE= 31 ms y TR= 2.000 ms y se programaron 128
repeticiones. La sefial del agua se suprimié mediante inversion selectiva. El analisis de

IH ERM a TE de 31 ms permite la identificacion de las sefiales de mioinositol (ml) y de
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lipidos y macromoléculas (MMA a 0,9 ppm y MMB a 1,03 ppm) no detectables en TE
superiores, en la mayoria de casos, y que han permitido identificar el grado tumoral [82-
86], junto con los metabolitos tipicos [88]. Se adquirieron asimismo experimentos a TE
de 136 ms con supresion del agua en todos los casos utilizando las referencias respecto
a creatina (Cr) de N-acetilaspartato (NAA) y colina (Co) claramente identificables a ese
TE, y s6lo en algunos casos la presencia de MMA y MMB [88,95].

En todos los espectros se identificaron las resonancias mas significativas (Figura 2): en
los espectros a TE 31 una banda centrada alrededor de 0,9 ppm MMA (macromoléculas
tipo A), una banda alrededor de 1,3 ppm MMB (macromoléculas tipo B), a 2,01 ppm
NAA, a 3,01 ppm Cr, a 3,21 ppm Co, a 3,56 ppm ml y a TE 136 ms MMA, MMB,
NAA, Cr, Co y el doblete del lactato (Lac) invertido a 1,33 ppm. Mediante el programa
JMRUI (87) se integro el area bajo las sefiales de MMA, MMB, NAA, Cr, Coy ml y el
area de la sefial del agua, automaticamente se adquiere un espectro de referencia sin
supresion de agua. Se calcularon los cocientes de MMA, MMB, NAA, Cr, Co y ml
respecto al agua y a la Cr en los espectros a TE 31. Para los espectros de TE 136 se
calcularon los cocientes de MMA, MMB, NAA y Co respecto a Cr. Asimismo, a ambos
TE se calcul6 el cociente NAA/ Co y para TE corto la relacion MMA/MMB con objeto

de verificar los cambios en las macromoléculas en los tres grados tumorales estudiados.

GLIOMA IV VOI Tumory contralateralm"

arbitrary wits

Contralateral NAA

Figura 2.- Ejemplo de perfil metabolico, incluyendo la asignacion de neurometabolitos, en: A) parte
superior zona contralateral no afecta; B) parte inferior lesion tumoral glial grado IV
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Los espectros de RMN obtenidos in vivo son mas sencillos de lo que inicialmente seria
previsible, considerando la compleja naturaleza de los organismos vivos. Esta sencillez
espectral podria ser interpretada como una desventaja, sin embargo, es una circunstancia
favorable ya que si se observaron las resonancias de todas las sustancias que componen
la muestra, el andlisis de estos espectros seria inabordable debido al masivo
solapamiento entre todas las sefiales.

La explicacion al reducido niumero de sefiales observable in vivo reside en dos factores.
Por una parte, es un problema de sensibilidad de la técnica (no es posible detectar
concentraciones inferiores a 0,5 mM con los campos magnéticos clinicos habituales).
Por otra, un problema de movilidad molecular (aquellas sustancias con T2 cortos
asociado a movilidad reducida ya sea por su tamafio o porque se encuentran unidos en
grandes complejos moleculares tienen la posibilidad de relajar la energia con mayor
rapidez que aquellas que tienen libertad de movimiento y la relajacion es tan rapida que
hoy en dia, los sistemas de deteccion, no pueden observar adecuadamente estas sefiales).
Con el objeto de comprobar el area maxima de alteracion metabdlica por parte del
tumor, incluyendo aquellas regiones de potencial infiltracion fuera del realce de
contraste, se adquirio una ERMI de un corte con una secuencia turbo (2D TSI) (TR/TE=
2700/272 ms, nimero de puntos= 256, llenado de ceros= 512 antes de la FT, anchura
espectral= 1050 Hz) de orientacion y FOV idéntica a la imagen anatomica axial
potenciada en T1, con anchura de seccion de 20 mm, con una region de interés de cada
corte de 60x60x20 mm y una matriz de 24x24 elementos (0,13 ml), incluyendo la lesion
y regiones contralaterales. Se utilizaron 16 bandas de saturacion alrededor del volumen
de interés. El tiempo total para la adquisicion de la 2D TSI ERMI fue de 10 minutos.
Asimismo, y debido a implementaciones en los equipos de RMI también se han
adquirido 2D ERMI con TE= 144 ms y resto de parametros de adquisicion similares a
los comentados para los 2D TSI ERMI, en la Figura siguiente (3) se incluye un ejemplo
de localizacion y resultado de una imagen de espectroscopia 2D ERMI para una lesion

tipo GBM.
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Figura 3.- Ejemplo de espectros multivoxel EMRI (TE = 144 ms) adquirido previamente a los VOI para
una localizacion mas precisa de la region de maxima celularidad en la lesion GBM. A) parte superior:
localizacion en los tres planos incluyendo las bandas de saturacion usadas. B) parte inferior: resultado del
multivoxel, incluyendo el enrejillado e imagen molecular de NAA y CR, respectivamente y con los
espectros de cada voxel y el resultado correspondiente a la lesion (L) e infiltracion (1)

3.1.1.- Desarrollo y evaluacion de un Sistema de Apoyo al Diagnostico

Clinico (CADS) de tumores del SNC mediante ERM

El nimero total de casos usados para la evaluacion de la potencial utilidad clinica del
programa CADS (87,146,147,148), en combinacién con los datos proporcionados por
los perfiles metabolicos mediante ERMN de volumen tnico (MRS en el proceso de
evaluacion), fue de 79 tumores. El analisis radiologico de la iméagenes se realizo en el
marco del proyecto e TUMOUR , estudio que implica la ausencia de datos demograficos
o clinicos de las muestras para poder validar el estudio .El diagnoéstico clinico local
mostraba la siguiente distribucion estadistica de los para los tumores con mayor
proporcion: 1) 24 (30.4%) glioblastoma multiforme; ii) 14 (17,7%) glioma grado II; iii)
11 (13.9%) metastasis, iv) 11 (13.9%) meningiomas); v) 5 (6,3%) oligodendrogliomas
grado II; y vi) 3 (3,8%) Gliomas grado III. El resto de tumores: como ependimomas I y
ITI, oligodendroglioma III, neurocitoma, quiste aracnoidéo, harmatoma, lesion

inflamatoria, lesién talamica, glioma I sélo contribuyeron con un caso. Por lo que el
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analisis a nivel estadistico se centré mayoritariamente en los casos de tumores en mayor
proporcion. No obstante, si que se ha considerado, como en oligodendrogliomas y
ependimomas, la agresividad como una potencial informacion relevante, adicional al
tipo especifico de tumor, en el andlisis de los resultados proporcionados por la
aplicacion directa del CADS (Diagnéstico por Espectroscopia Asistido por
Computadora).

Aqui parece significativo que resaltar que tanto la clasificacion del tipo como de la
agresividad del tumor obtenida mediante el CADS unica y exclusivamente tiene en
cuenta los datos de ERMN in vivo. Los resultados proporcionados por la aplicacion del
programa CADS son totalmente ciegos tanto a los datos clinicos como radioldgicos.
Desde el punto de vista estadistico, el objetivo fundamental ha sido determinar y
comparar la diferencia en AUC a partir de las curvas ROC construidas solo: 1) partir de
la clasificacion derivada de RMI respecto de la clasificacion final del diagnostico
clinico; y 2) de la curva ROC construida a partir de la clasificacion obtenida mediante
MRS/CADS respecto al diagnostico clinico final.

Para construir las curvas ROC global, se determinaron la sensibilidad y especificidad
para la clasificacion clinica de los tumores de acuerdo con las siguientes definiciones

habituales:

a) Sensibilidad = TP/(TP + FN) ; donde TP (verdadero positivo) y FN (falso
negativo)
b) Especificidad = TN/(FP + TN); donde TN (verdadero negativo) y FP (falso

positivo)

Cada clasificacion identificard un punto en la curva global ROC: las coordenadas
sensibilidad/especificidad se ponderaran en funcién del nimero de casos disponible
para cada punto (a priori utilizando la inversa del 95% del nivel de confianza estimado).

De manera especifica el objetivo incluye, en relacion con la precision en el diagnostico:
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- El valor absoluto de sensibilidad y especificidad de la clasificacion de
MRS/CADS cuando se aplica a un determinado tipo de tumores respecto
al diagnostico clinico.

- El valor absoluto de la sensibilidad y especificidad del procedimiento
disefiado en eTUMOUR (87) para cada tipo de tumor usado, con
independencia de su grado. Las definiciones de TP, TN, FP y FN
anteriores se aplicaran a cada tipo de tumor con al menos un 10% de la

muestra .

Para el analisis estadistico se ha usado el programa SAS version 9.1.3. Las figuras se
han generado usando el procesador de datos en SAS e importado a Microsoft Vision

2003 y Excel 2003 para su visualizacion.

- Principales caracteristicas de CADS

Resulta conveniente, ya que se ha participado activamente en el disefio de las
caracteristicas interactivas mas sefialadas del programa CADS, incluir un resumen de su
potencial uso clinico como herramienta automatica de transformacion y visualizacion de
espectros asi como de clasificacion de tumores cerebrales.

Desde el punto de vista clinico, una de las primeras utilidades que se consideraron y se
incluyeron es la capacidad de constituir un sistema adicional de organizacion y
almacenamiento de los datos clinicos y de imagen de cada paciente. Asi en la Figura
siguiente se incluye un ejemplo de una de las ventanas con diferentes tipos de datos e

imagenes que pueden ser almacenados en CADS para cada paciente
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| CADS eTUMOUR - Martins Robert - 1012 - 1972/10/29

datients list Current exam Comparison Help Exit
Clinical record | Morphological exam | Spectroscopic exam IExamresuIts
Analysis Images
Main lesion location: lintra-adal v e
[supratentorial v T2aal |v]
‘temporal lv‘
right v|
Margins: [distinct v|
Oedema: ‘none l v ‘
Necrosis: ‘none l v ‘
Haemorrhage: ‘no l v ‘
T [low signal v|
T2 [high signal v|
Contrast uptake: llow v| Slice: 9119
Morphology: ‘regular l v ‘ :
Diffusion: ‘hvpo intense l v ‘
Other lesions: ‘none l v ‘
Number of lesions: \ o
Calcifications: ’no { v ‘
bo 8
Tumour size: AP: 50 |mm
RL: [300— mm <
FH: 50 |mm {}

Figura 4.- Ejemplo del sistema de almacenamiento y visualizacion de datos clinicos e imagenes incluidos
en el CADS

Una de las contribuciones mas singulares del programa CADS es el procesado
automatico de los datos en funcion tiempo de ERMN in vivo de voxel tnico,
incluyendo, ademas de la localizacion del voxel, un control cualitativo (usando como
referencia la informacidn proporcionada por sefiales tipo seméforos) de la calidad de los
espectros. En las figuras siguientes se incluye el esquema del proceso matematico para
la aplicacion de las transformadas de Fourier para la obtencion automatica de los
espectros, asi como un ejemplo de ventana que recoge los espectros transformados, las
imagenes y localizacion del voxel asi como el control cualitativo de la calidad de los

espectros.
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Figura 5.- Esquema del proceso automatico para aplicacion de las transformadas de Fourier para la
obtencion de los espectros ERMN in vivo de volumen unico.

[ CADS eTUMOUR - *swsws ssswss . IVEGY - 1942/01/07 FE®
Pationts list Compar Help  Bxit
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Mean spectra
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Quality
Singlevoxel - TE=31.0ms -
Mean spectrum:
Display ! Glioblastoma Ditelay setlom
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Figura 6.- Ejemplo de resultado de transformacion automatica de un espectro de volumen tnico (TE 31
ms), localizado en la imagen T2 en la parte derecha. Ademas, se incluye la distincion de la calidad del
espectro, en este caso adecuada con luz verde. Asimismo, ademdas del espectro se incluye, a modo
comparativo, el valor promedio de los espectros de GBM. También se identifican las regiones de
resonancia de los metabolitos mas frecuentes.
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Obviamente, la principal aplicacion, ademas de las ya comentadas, del programa
CADS es la capacidad de clasificacion de los tumores cerebrales como apoyo al
diagnoéstico de los mismos. En el proyecto eTUMOUR (96,97) se desarrolld un
algoritmo que permite comparar los perfiles metabdlicos respecto al diagndstico clinico
de los tumores del SNC y cuya informacion de salida es la clasificacion de los mismos.
La clasificacion asi obtenida puede ser usada como apoyo al diagndstico final para
dichos tumores. En la figura siguiente se incluye un ejemplo de clasificacion obtenida
mediante el CADS, concretamente de un GBM. Como se comprueba de dicha figura, la
clasificacion obtenida mediante la aplicacion del CADS es 0.999 agresivo lo que

concuerda con el diagndstico clinico de GBM (98,99)

) CADS e TUMOUR - wewews ssseee o1 3048 (UVEGT) - 194200107
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-
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Abs
i |
\ A optmons
¥nag A [ \/\
< \
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Overtap ° ”M/ | S
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Brain Tumours
average spectra

Figura 7. Ejemplo de visualizacion de clasificacion de tumores del SNC mediante el programa CADS.
Parte izquierda superior: calidad de los espectros, en este caso adecuada; Parte izquierda inferior: ventana
de seleccion de promedio de espectros segun tipo de tumor del SNC, en este caso se ha elegido
Glioblastoma. Parte central: espectros ERMN voxel unico: superior TE corto (31 ms) e inferior TE largo
(TE 136 ms). Parte derecha superior imagen T2 con la localizacion del voxel. Parte derecha inferior
resultado de la clasificacion tanto en forma grafica como detallada.
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3.1.2.- Imagenes nosologicas en el diagnostico diferencial entre lesiones

solitarias de GBM y metastasis

- Pacientes

En este estudio se han considerado los datos de 15 pacientes con tumor cerebral,
antes de tratamiento (9 varones, 6 mujeres; edad de los pacientes 46-72; edad promedio
60,1 afios) (Tabla 1). Nueve de los pacientes fueron diagnosticados como GBM vy seis
como lesion solitaria de metastasis (las localizaciones del tumor primario fueron: colon,
pulmones, mama y desconocido), todos fueron confirmados por histopatologia de los
especimenes de reseccion tumoral o biopsia dentro del protocolo de la rutina clinica
preoperativa de RMI y de ERM. Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado, de acuerdo con las normas del comité ético de la Universitat de Valencia,
siendo las muestras obtenidas tras cirugia resectiva tumoral en el Hospital La Ribera.
Los 15 casos incluidos en el estudio corresponden a aquellos con la suficiente calidad

en los datos de ERMI como para generar imagenes nosoldgicas con elevada resolucion.

Tabla 1.- Patologia (localizacion del tumor primario), edad y sexo para los 15 pacientes

CASO PATOLOGIA (localozacién tumor primario) EDAD SEXO
1 Glioblastoma (.) 71 Mujer
2 Glioblastoma (.) 64 Varén
3 Glioblastoma (.) 64 Varén
4 Glioblastoma (.) 58 Varén
5 Glioblastoma (.) 62 Varén
6 Glioblastoma (.) 67 Varén
7 Glioblastoma (.) 60 Mujer
8 Glioblastoma (.) 72 Varén
9 Glioblastoma (.) 71 Mujer
10 Metastasis (desconocido) S0 Varén
11 Metdstasis (colon) 46 Hombre
12 Metdstasis (pulmén) 51 Hombre
13 Metdstasis (mama) 54 Mujer
14 Metastasis (desconocido) 56 Mujer
15 Metdstasis (pulmén) 52 Mujer
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Método adquisicion de los datos RMI1/2D-TSI

Los datos de RMI y 2D-TSI se obtuvieron en un equipo 1.5 T Philips Achieva
(Philips Medical Systems, Holanda). El protocolo de RMI y 2D-TSI ya ha sido descrito
en el apartado 3.1.1.

Los espectros de ERM se transformaron evitando las dificultades de fase de los mismos
y de la integracion de los picos y se usaron para estimar las concentraciones de Colina
(entre 3,1-3,3 ppm), Creatina (entre 2,9-3,1 ppm) y N-acetilaspartato (entre 1,9-2,1
ppm) utilizando el programa Matlab (The MathWorks, Inc., Natick, USA).

Los cocientes Co/Cr y Co/Naa se han calculado dividiendo las integrales de las sefiales
de los metabolitos en el mismo epsectro ERM. Ademads, para cada paciente se han
promediado los cocientes Co/Cr y Co/Naa pertenecientes a los voxeles en la region de
realce tumoral , en el area peritumoral (es decir, imagenes hiperintensas potenciadas en
T2, pero no con realce en imagenes potenciadas en T1 post-Gd) y las regiones con no-
realce/no hiperintensas en T2. Dichas éareas fueron definidas manualmente por
neuroradidlogos experimentados del Servicio de Radiologia del Hospital La Ribera-
Alzira usando todas las imagenes RMI que estaban incluidas en el grupo de voxels de
2D-TSI. Posteriormente, se compararon los valores de los cocientes para asi diferenciar
los tipos de tumor investigados. Se llevo a cabo un analisis estadistico basado en el test

de Kruskal-Wallis y el procedimiento de comparacion multiple de Tukey (111,112).

- Método umbral

El proposito del método umbral consistid en estratificar los voxeles de las imagenes de
espectroscopia 2D-TSI en dos categorias: afectada y no afectada. Se ha aplicado el
método automatico de Otsu para el mapa colina/N-acetil aspartato (Co/NAA) para cada
paciente para asi calcular un umbral Optimo, de tal manera que los voxeles con
cocientes no normales se pudieran separar de aquellos con valores normales (95). Esta
aproximacion requiere voxeles tanto los afectados, asi como los no afectados en el
interior del volumen rectangular. El objetivo del método es encontrar el umbral que
minimize la varianza dentro de las clases, lo que ha demostrado ser equivalente a
maximizar la varianza entre clases. Usando 2 T para la varianza total y 2 B para la
varianza entre las clases, se maximiza la siguiente funcion
o3

ES 'R
b = argmax —5-,
t OF
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donde t* es el umbral 6ptimo. Una vez fijado t*, el valor final de salida del método
umbral es un mapa binario, que indica los voxeles con cocientes de Co/Naa normales y
no normales. La seleccion del umbral mediante el método Otsu es una técnica eficiente
debido a su naturaleza recursiva. El mapa binario se ha usado para visualizar la

infiltracion en las imagenes nosoldgicas.

- Imagenes Nosologicas

En una imagen nosoldgica se resume la presencia de diferentes tipos de tejidos y
lesiones en una imagen mediante un codigo de color que se asigna a cada voxel de
acuerdo con el tipo de tejido (115,116).

En la referencia (117) se propuso una técnica de imagen nosoldgica combinando
métodos de procesado de imagen asi como de reconocimiento de patrones para
segmentar y clasificar tumores cerebrales en funcion de los datos de RMI y ERMI. En
primer lugar, se usa un atlas digital del cerebro en combinacién con la informacion
previa de tejido no normal, a partir de datos de ERMI, para segmentar de los datos de
RMI. Después, el tejido no normal detectado se clasifica en base reconocimiento de
patrones supervisado de los datos de espectroscopia. En esta parte del trabajo de
investigacion de esta tesis, también se generan imagenes nosoldgicas, pero sélo se
utilizan los datos de salida del primer paso (es decir segmentacion de RMI) del método
de imagen nosologica. El procedimiento real de segmentacion consiste en dos etapas:
deteccion del tejido no normal y reclasificacion con restricciones espaciales y
geométricas.

El tejido no normal se ha detectado mediante un procedimiento iterativo. Los pixeles en
las regiones de elevada seguridad de diagnostico se muestrearon usando probabilidades
posteriores, o el atlas de probabilidades en el primer proceso iterativo. Posteriormente,
se uso el estimador determinante de la covarianza minima para eliminar las muestras
respecto al tejido normal que excedieran la distancia al umbral (141), después se utilizo
un modelo paramétrico con el fin de estimar las funciones de densidad de probabilidad a
partir de las muestras obtenidas. El atlas de datos especificos previos se actualizd con
las densidades estimadas para asi determinar las probabilidades posteriores. Finalmente,
se realizd6 una correccion predeterminada del campo, estimada a partir de las

probabilidades de materia blanca y gris, para asi compensar las in-homogeneidades en
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la imagen. La segunda etapa en el proceso de segmentacion también fue iterativa y
focalizada en la reclasificacion con restricciones espaciales geométricas promedio de la
region de competicion tipo serpiente .

En este estudio se aplico la etapa de segmentacion a las imagenes potenciadas en T2, de
tal manera que las regiones no normales segmentadas correspondieran con el area
hipointensa de T2. Después, el mapa binario, obtenido mediante la aplicacion del
umbral de Otsu, ya mencionado, al cociente Co/Naa estimado a partir de los datos de
2D TSI, se superpuso a la region no normal segmentada. Los voxeles no normales del
mapa binario localizados fuera de la lesion obtenida mediante la etapa de segmentacion

se correlacionaron con infiltracion (109).
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3.2 RMN EX VIVO (HR-MAS)

3.2.1 Correlacion del pérficil metabdlico mediante HR-MAS de la

muestra de biopsia cerebral y tipo de tejido tumoral

Adquisicion de datos

Se obtuvieron 52 biopsias de tumores del SNC con tres tipos diferentes de tumores
gliales: 27 GBM, 7 con grado III (GIII) y 18 con grado II G(II). Las muestras de tejido
se congelaron en nitrégeno liquido y posteriormente se guardaron a -80 C hasta el
tiempo del estudio de espectroscopia. Todas muestras siguieron el protocolo de recogida
de material descrito anteriormente. Se adquirieron datos 1D PRESAT (secuencia de
pulso y adquisicion) HR-MAS, siguiendo los protocolos del proyecto europeo
eTUMOUR (htpp://www.etumour.net/) a 11,7 y 14 T (500 MHz y 600 MHz para 1H) a
0-4 Cde temperatura y con una velocidad de giro de 4000 Hz usando espectrémetros

BRUKER Analytik GmbH.

Analisis histologico
Las muestras de tumor post estudio HR-MAS fueron congeladas y enviadas, junto a la
fraccion no utilizada de las muestras congeladas cuando eran disponibles, a
neuropatodlogos para un examen cuantitativo histopatologico. 37 de las 52 biopsias (22
GBM, 6 GIII y 9 GII) pudieron ser examinadas mediante protocolos estandar
histolégicos en muestras de tejido tomadas de las usadas en el estudio de HR-MAS. En
funcion de los resultados de histologia las muestras fueron consideradas con contenidos
variables de tumor, periferia y/o necrosis. Para cada muestra se calcul6 el porcentaje de
tejido predominante midiendo el area total de las secciones de la biopsia y después

delineando las regiones de interés de necrosis, alta celularidad o periferia.
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Procesado de datos

Los espectros de HR-MAS se procesaron de la manera siguiente. Las sefiales se
truncaron desde 8120 puntos a 2048 puntos para asi disminuir la carga computacional
en los pasos de pre-procesado. Los componentes de la sefial del agua se eliminaron
mediante la técnica HLSV-PRO (4). Se filtraron las contribuciones fuera del intervalo
de frecuencias (0,25 a 4,2 ppm) para asi s6lo analizar la contribucion de las metabolitos
de interés. Una vez filtradas las sefiales 1D PRESAT fueron normalizadas (dividiendo
por la norma L2 de la sefial en dominio frecuencia entre 0,25 y 4,2 ppm), alineadas
respecto al doblete de la Alanina (Ala) a 1,47 ppm (149) y la linea base se corrigio
mediante el uso de una funcidon de apodizacion. De esta manera se obtuvieron las
sefales preprocesadas. Se usé la metodologia de integracion de las resonancias para asi
extraer la concentracion de los siguiente metabolitos considerados en este estudio: total
del grupo de lipidos (Lips): Lipl a 0.9ppm, Lip2 a 1.3ppm y Lip3 a 2.82ppm; N-
acetilaspartato a 2.02ppm (Naa); Creatinea a 3.03ppm (Cr); total grupo de Colina
(tCho): Cho a 3.19ppm, PCho a 3.20ppm y GPCho a 3.23ppm. Estos metabolitos fueron
seleccionados como los biomarcadores mas relevantes para este estudio, en base a su

potencial para informar del contenido histologico del tejido.

Analisis estadistico

Como datos de entrada para el andlisis estadistico se consideraron como vectores
caracteristicas tanto las concentraciones de los siguientes metabolitos de interés: Lipl,
Lip2, Lip3, Naa, Cho, PCho, GPCho; o los cocientes de los Lips, Naa y tCho con
respecto a Cr.

Con el fin de obtener informacion acerca de la localizacion y dispersion de los datos se
estudio la varianza dentro de cada grupo de tumores mediante el calculo de la mediana y
el intervalo intercuartil (IQR) (150,151). Esta representacion resultd util para detectar
posible sesgo en la distribucion de los datos y la existencia de resultados fuera de la
distribucién normal.

El andlisis de grupos se utilizd para la creacion de agrupaciones de objetos, de tal
manera que los perfiles de los objetos (vectores de caracteristicas) en el mismo grupo
fueran muy similares y los perfiles de los objetos en grupos diferentes fueran muy

distintos. Se ha utilizado el algoritmo de agrupamiento k-promedio (152,153).

78



Un parametro critico en el agrupamiento es el nimero de grupos. Para minimizar la
subjetividad se eligid el mejor nimero de grupos para los datos que manejamos, y fue
estimado mediante diferentes indices estadisticos, que determinan la calidad de los
grupos en base a la definicion de si los objetos dentro de un grupo son similares entre si,
mientras que objetos en diferentes grupos son distintos entre si.

Como medida final de la significacion estadistica de los datos analizados se evaluo la
fiabilidad del grupo, o la probabilidad que el grupo no se hubiera formado por
casualidad. Con este fin se calculd el valor-p (154) para cada grupo realizando el test de
Kruskal-Wallis (155). Como limite superior se admitiéo que las clases de grupos eran
significativamente diferentes con un valor-p < 0,05.

El agrupamiento de resultados en el grupo de GBM se compard con los hallazgos
histologicos (referencia estandar en la que se basa el diagnostico en la actualidad). Los
modelos de referencia de los tejidos fueron posteriormente propuestos para cada clase
de tejido tumoral mediante la determinacion de la media de los vectores de las
caracteristicas pertenecientes a la misma clase después de centrar y normalizar la
secuencia de valores dentro de cada vector respecto a la media cero y una unidad de
desviacion estandar. So6lo se utilizaron en este paso aquellos casos para los que se

obtuvo un acuerdo entre el agrupamiento y el resultado histopatoldgico.

Generalizacion a gliomas de bajo grado

Uno de los objetivos de este estudio es analizar hasta qué punto la composicion
molecular depende de manera importante con las caracteristicas del tejido considerado o
con el tipo de tumor y grado. Se ha investigado si se observa el mismo comportamiento
de los metabolitos para todos los casos considerados en este estudio. Con este proposito,
a cada caso dentro de los grupos GII y GIII se le asigna una clase de tejido con la mejor
correlacion, mediante el calculo del coeficiente de correlacion entre el vector
caracteristico extraido de los espectros HR-MAS y los modelos de referencia de los
tejidos previamente obtenidos en el grupo GBM. Posteriormente se asignan los tipos de
tejido tumoral con el mayor coeficiente de correlacion a cada uno de los casos y se

comparan los resultados con el andlisis histopatolégico.
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3.2.2.- Clasificacion metabolica ex vivo (HR-MAS) de tumores del SNC

Se obtuvieron biopsias de tumores del SNC de 59 pacientes que fueron
almacenadas a -80° C hasta su uso. Las biopsias se clasificaron en 4 grupos de tumores
del SNC: 22 glioblastomas (GBM), 21 gliomas grado II y IIT (GLI), 7 metastasis (MET)
y 9 meningiomas (MEN). Se adquirieron espectros 1D PRESAT HR-MAS (espectros
de proton (1H) de una dimension con presaturacion de agua), descritos en el apartado de
metodologia general a un campo magnético de 11.7 T (500 MHz para 1H) usando un
espectrometro de RMN Bruker Analytik GmbH.

La comparacion entre los espectros in vivo y ex vivo (Figura I, a) in vivo y b) ex vivo)
permite observar discrepancias suficientes, en cuanto a relacion sefial/ruido (S/N) y
resolucion (anchura de las resonancias) que justifican la necesidad de un tratamiento de
los datos originales, funcion tiempo, diferente para ambas secuencias, en otras palabras,
una metodologia de pre-procesado distinta para ex vivo. La cuantificaciéon de los
espectros de HR-MAS es particularmente exigente debido a la complejidad inherente de
dichos espectros, con bastantes solapamientos de picos. Sin embargo, los espectros HR-
MAS presentan una relacion S/N mucho mayor que los espectros in vivo y a su vez la
distorsion por la presencia de macromoléculas no se extiende a lo largo de todo el
espectro, en especial en las regiones de interés. No obstante, en su lugar, aparecen
algunos ensanchamientos originados por los 4cidos grasos en algunas regiones de
frecuencias concretas (especialmente alrededor de 1,3 ppm y 2,05 ppm). Ademas, los
espectros de HR-MAS no se ven afectados por los efectos de las corriente de Eddy

(residuos de gradientes de campo utilizados en MRI que no desaparecen totalmente).
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Figura 8.- Espectros in vivo (a) y ex vivo (b) de la region de interés en unidades de magnitud

arbitrarias. El espectro es del mismo paciente con meningioma.
La sefial del agua, 10.000 veces mas intensa que la de los metabolitos, se elimind
mediante la técnica HLSVD-PRO (156). Las sefiales de los espectros presat 1D
filtrados: 1) se normalizaron, es decir se dividieron por el valor normal de la sefal en el
dominio frecuencia en la region entre 0,25 y 4,2 ppm, en donde se encuentran las
resonancias de interés; ii) se alinearon y iii) y se corrigio la linea base para asi obtener
las sefiales pre-procesadas ya utiles para ser analizadas por métodos estadisticos
apropiados.
La adecuada extraccion de las caracteristicas diferenciales entre los diversos perfiles
metabolicos resulta un objetivo fundamental, pero a su vez es complejo. Para tal fin, y
para lograr la diferenciacion dptima entre los perfiles metabolicos de los distintos tipos
de tumores del SNC aqui considerados, se aplicaron diversos métodos de procesado o
de seleccion de caracteristicas: 1) el espectro completo de la region de interés (entre 0,25
y 4,2 ppm); ii) integracion de las resonancias (calculo del éarea); y iii) un método
automatico de cuantificacion disefiado para espectros obtenidos a tiempo de eco corto

(TE < 40 ms) AQSES (6)

1) Analisis del espectro global en la region de interés

Se considera como caracteristica de analisis cada punto en la region de
interés (entre 0,25 y 4,2 ppm) de los espectros de magnitud

i1) Integracidn de picos

Los valores de la integracion de 18 picos se han extraido para cada
espectro de magnitud en los siguientes intervalos de ppm: [1.45 1.47],

81 [1.88 1.94], [1.99 2.03], [2.1 2.14], [2.22 2.32],[2.39 2.49],

82 [3.01 3.05], [3.19 3.21], [3.21 3.23], [3.23 3.25], [3.255

83 3.275], [3.4 3.44], [3.52 3.56], [3.58 3.64], [3.75 3.79], [3.91 3.95],
[4.03 4.07], [4.095 4.155]. Este método se usa habitualmente en in vivo
ERM y es menos sensible al ruido y a los problemas de ajuste de

alineacion que el anterior.
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iii)

AQSES

AQSES es un método de cuantificacion en la funcion tiempo disefiado
para espectros in vivo ERM de TE corto. La dificultad de Ia
cuantificacion se formula mateméticamente separadamente como un
problema de ajuste mediante minimos cuadrados no lineales, que se
soluciona usando un procedimiento modificado de proyecciéon de
variable. Las cantidades de interés, es decir, las areas de las senales de
los metabolitos, son los coeficientes de ponderados de una combinacién
lineal de 18 perfiles de metabolitos simulados que constituyen el
conjunto de base (ver Figura II): Acetato (Ace), Alanina (Ala), Aspartato
(Asp), Colina (Cho), Creatina (Cr), Glucosa-b (Glc-b), Glucosa-a (Glc-
a), Glutamato (Glu), Glutamina (Gln), Glicina (Gly), Glicerofosfocolina
(GPCh), Lactato (Lac), Mio-Inositol (Myo), N-Acetylaspartato (NAA),
Fosfocreatina (PCr), Fosforilcolina (PCh), Succinato (Succ) y Taurina
(Tau). Las resonancias para este juego base de metabolitos se simulo
mediante calculos mecanico cuanticos usando el método descrito en (7).
Las fases de los espectros simulados de los metabolitos son iguales,
mientras que las correcciones por amortiguacion y por desplazamiento de
frecuencia se han dejado libres. La principal ventaja de este método
respecto a los previos considerados es que permite desenredar el
solapamiento de las sefales de los metabolitos (ver Figura I (b)). En
bastantes de las regiones, para la integracion de los picos se calculara el
area considerando la contribucion de diversos metabolitos juntos,
perdiendo, por lo tanto, informaciéon acerca de los metabolitos

individuales.
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Figura 9.- Conjunto de base de perfiles de metabolitos usado para AQSES (espectros magnitud)

Para la clasificacion de los perfiles metabolicos se usaron dos métodos supervisados de
aprendizaje: 1) andlisis clasico lineal discriminante (LDA) y ii) la maquinaria vectorial
de soporte de minimos cuadrados (LS-SVM), este método permite el manejo como
entrada de vectores de alta dimensionalidad. Para cada par de clases de tumores del
SNC considerados, la extraccion de caracteristicas metabolicas y los métodos de
clasificacion se comparan usando muestreo aleatorio estratificado. Los datos obtenidos
después del procesado de las sefales se separan aleatoriamente 100 veces en una forma
estratificada en un conjunto de entrenamiento y validacion (por ejemplo 2/3 de los
datos), y uno de control (por ejemplo 1/3 de los datos). Asimismo, para cada par de
clases y para cada procedimiento de andlisis estadistico se obtiene la precision en la

clasificacion.
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3.3 DESARROLLO DE LA MICROSCQPiA DE RESONANCIA MAGNETICA
(EMRi) COMO SOPORTE AL DIAGNOSTICO DE GLIOMAS CEREBRALES

Este estudio (157) fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Ribera. Las
biopsias usadas en este estudio proceden de pacientes que fueron sometidos a reseccion
quirargica de un tumor cerebral. Una parte de la biopsia de tejido se almacen6 a -80°C
hasta que se realizé el estudio de microscopia de RMN. Otra porcidon se sometio a
analisis histologico de rutina para el diagndstico clinico. Los tumores fueron

identificados como GBM (5 muestras de 9.8 a 49 mgr de peso).

Las muestras fueron estudiadas por MRS (Resonancia Magnética Espectroscopia) y
MRI (Resonancia Magnética microscopia) en unA bobina de 14 T (Avance DRX 600
espectrometro, Bruker, Rheinstetten, Alemania) que opera a 600,13 MHz para 1H y
conectado a una consola de microimagen con un sistema de gradiente de 300 G/ cm a
60 A de corriente (Bruker Biospin). El instrumento estaba equipado con un orificio
estandar Micro 5 probehead de formacion de imagenes con inserciones de RF de 5 mm
(para muestras 1-3 ) y 10 mm (para las muestras 4 y 5). Una unidad externa de

refrigeracion Bruker Unidad controla la temperatura durante la adquisicion.

Manejo dela biopsia cerebral y Preparacion de las muestras

Cada muestra se estudio en fresco, sin ninglin otro tratamiento que la ultracongelacion
después del proceso quirtrgico. No se usaron fijadores ni contrastes. Las muestras se
introdujeron en tubos de RMN de 5 o 10 mm, segun el tamafio de la muestra de tejido.
Dentro de los tubos, las muestras se sumergieron en PBS fresco para evitar el dafio
salino del tejido asi como para obtener alta cantidad de sefial de protones para preparar
y realizar el estudio MRI y MRS. La sonda se preenfria antes de introducir las muestras
para reducir al minimo los efectos de la degradacion del tejido. La adquisicion se llevo a
cabo a una temperatura teorica de 3°C. Este valor corresponde a la temperatura medida
del termopar, pero la medicion interna utilizando una muestra de metanol 100%

proporciono un valor interno corregido de 4°C.
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Técnica RMN

La secuencia Ortogonal FLASH (Fast low-angle shot) fue usada para la obtencion de las
imagenes y para la ubicacion inicial de la muestra dentro del tubo asi como la
inspeccion de la posicion de la muestra dentro de la sonda (campo de vision de 10x10
mm, tamafio de la matriz de 128x128 elementos, grosor de corte de 1 mm, TR / TE 100

/'5 ms, 4 medias, 51 segundos).

La secuencia Multicorte RARE (adquisicion rapida con la mejora de relajacion) se usé
para la adquisicion de las imagenes en los tres planos en un tiempo de adquisicion corto
(13 minutos) para lograr un mejor detalle antes de planificar las imagenes de alta
resolucion (campo de vision 4,5x4,5 - 6.5x6.5 mm, matriz de 256x256, TR / TEF
4200/36 ms, factor poco comunes 8, 8 promedios, 13 minutos). Estas imagenes RARE
tenian 500 micras de espesor y la resolucion espacial en el plano fue de 16x16 m.

Las Secuencias RARE multicorte también fue utilizadas para la obtencion de las
imagenes de mayor resolucion con un grosor de corte de 50 micras (campo de vision
4,5x4,5 - 6.5x6.5 mm, matriz de 256x256, TR / TEF 4630/36 ms, factor RARE &, 128

medias ). La resolucion espacial de resonancia magnética alcanzado fue de 16x16x50 m

Técnica RMN Espectroscopia

La técnica de voxel unico y multivoxel fueron realizadas para todas las muestras
tumorales con secuencia de espectroscopia PRESS (Point RESolved Spectroscopy).

Un corte multivoxel se localizé en la muestra, en paralelo se obtuvo iméagenes de alta
resolucion RARE, incluyendo el tejido y la solucion que la contiene. El grosor del corte
fue de 500 um, la resolucionfue de 250x250x500 pm (0.031 pL de volumen) . El
procedimiento FASTMAP (158) ( aplicando un primer y Segundo algoritmo ) se uso
para una homogenizacion de campo adecuada.

La suppression de agua se consiguié con una secuencia de pulso de VAPOR (159). TE
fue 12 ms y TR 2100 ms con puntos 2K en el tiempo.

Las SV ( tamafio que va de 1x1x1x mm, 1 pL a 2x2x2 mm, 8uL TR7TE 2100/12 ms)
fueron localizados el los tejidos de cada muestra. Con el propdsito de optimizar los

ajustes de campo magnético locales (“shims”), se realizd un ajuste “shim” en un
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volumen seleccionado para SV antes de la adquisiscion. Se us6 la secuencia VAPOR
para la supresion de la sefal del agua. El ancho spectral fue 10 ppm/6000 Hz y el

numero de puntos fue de 4k.

Estudio Histologico

Las muestras se sometieron a histologia convencional después del estudio de
microscopia de resonancia. Sumergiendose en 10% de formalina en el interior de los

tubos de RMN. Una vez fijado el tejido , se incluyeron en parafina, y las piezas de

tejido se seccionaron en series de cortes de 5 micras y tenidas con hematosilina eosina .
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4 RESULTADO Y DISCUSION

Con el fin de facilitar la lectura de esta Tesis asi como la interpretacion de los datos
obtenidos se redactan los resultados y la discusion por cada uno de los apartados

estudiados.

4.1. ESPECTROSCOPIA de RMN IN VIVO (ERMN)

4.1.1 Disefio y aplicacion de un nuevo protocolo de ERM el

diagnostico diferencial entre los diferentes tumores gliales

En primer lugar, y con el fin de verificar la posibilidad de apoyo al diagndstico por parte
de la ERMN y ERMI se analizaran los perfiles metabolicos de diversos tipos de lesiones
del SNC. Especificamente, y entre las mas comunes: abscesos, infartos, lesion
desmielinizante y tumores gliales. Posteriormente, la metodologia propuesta en esta
tesis para una localizacion mas apropiada de la region de méaxima celularidad, sera
aplicada con el fin de obtener una diferenciaciéon mas precisa de la agresividad de los

tumores gliales mediante el perfil metabdlico del volumen tnico.

Diferenciacion entre lesiones gliales y no gliales

Un paso mas , previo a la generalizacion de la ayuda de los perfiles metabdlicos in vivo
mediante ERMN al diagnéstico de tumores cerebrales, es la verificacion de la
diferenciacion mediante ERMN entre las lesiones no gliales y las gliales. En este
apartado se mostrard, a modo de ejemplo, de manera directa y resumida la diferencia
neurometabdlica entre diferentes tipos de lesiones no gliales, abscesos, infartos, lesion
desmielinizante, gliomatosis cerebri y tumores gliales.

Como primer ejemplo de lesion no glial se consideraran dos tipos de absceso anaerobico
y aerébico. En algunas ocasiones estas lesiones pueden no ser claramente diferenciables
mediante imagenes T1 y T2. No obstante, y como se puede comprobar en la siguiente
figura (Figura 10) el espectro de volumen unico es completamente diferente al
observado en tumores gliales. Basta comparar de manera cualitativa el perfil metabdlico

de las figuras 7 y 8 con la correspondiente al absceso figura 10.
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TE 31 LipidoslMMA

Alanina
Acetato’

TE 136

Figura 10.- Ejemplo de perfil metabolico de un absceso anaerdbico. Parte izquierda: Imagenes RMI
axial, coronal y sagital, incluyendo la localizacion del voxel de volumen tnico, cuadrado amarillo. Parte
derecha: espectros con TE de 31 y 136 ms. Se incluyen las etiquetas de los metabolitos mas

representativos: Lipidos/MMA, Alanina y Acetato.

Como se puede claramente observar en los espectros del absceso anaerdbico de la figura
anterior, no son detectables las resonancias de los neurometabolitos tipicos del tejido
cerebral incluso de lesiones gliales. Especificamente, no se observan las sefales de
NAA (2,02 ppm), Cr (3,01 ppm), Co (3,20 ppm) y ml (3,57 ppm). En cambio si se
pueden asignar a la resonancia de Alanina (Ala) a 1,47 ppm, que aparece como un
doblete invertido a TE 136 ms, y Acetato a 1,98 ppm. Este perfil es tipico de abscesos
anaerobicos (9-11).

En la figura 11 se muestra otro ejemplo diferencial de perfil metabolico entre absceso,
en este caso aerdbico y tumores gliales, figuras comentadas en el parrafo anterior. Asi,
se puede comprobar que tampoco se observan las resonancias de NAA, Cr, Coy ml y

en cambio aparecen otras diferentes

ABSCESO TE31lms Acet|Lac Lip

Suc

] WWMM

LI A

./ TE 136 ms Acet

i’ Cho Suc

Figura 11.- Ejemplo de perfil metabodlico de un absceso aerdbico. Parte izquierda: Imagen T2 RMI axial
superpuesta con enrejillado de voxeles de la ERMI . Parte derecha: espectros con TE de 31 y 136 ms del
voxel indicado por las flechas y representativo de la parte central de la lesion. Se incluyen las etiquetas de
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los metabolitos mas representativos: Lipidos (Lip), Lactato (Lac), doblete a TE 136 ms, Acetato (Acet) y
Succinato (Suc).

Ademas de la potencial diferenciacion entre abscesos y tumores gliales, las figuras 10 y
11 muestran la capacidad de la ERMN, tanto volumen unico como ERMI, para
diferenciar entre abscesos anaerdbicos y aerobicos. En este ultimo, ademas de la
practica ausencia de las resonancias de NAA, Cr, Co y ml, se puede observar dos
metabolitos distintos a los hallados en el absceso anaerdbico, como son Lac y
Succinato, moléculas diferenciales en los abscesos anaerobicos (9-11).

Los infartos constituyen otras de las lesiones cerebrales que en numerosas ocasiones no
son facilmente diferenciables de tumores gliales de bajo grado mediante las técnicas
estandar de imagen T1 y T2. En la figura siguiente (Fig 6.1.1.6) se muestra un ejemplo
del perfil metabdlico asociado a un infarto. Como se puede comprobar existe una
disminucién importante de la cantidad NAA, un muy ligero incremento de Co y un
aumento muy pronunciado de la concentracion de Lactato (Lac), facilmente
identificable por el doblete centrado en 1,30 ppm e invertido a TE 136 ms (12). Otra
diferenciacion entre infarto y glial de bajo grado es la cantidad de mio-inositol presente

en tumores gliales de bajo grado.

TE 31 i
Lac

SOy e NAA

TE136 Co|

Cr NAA

" \Lac

Figura 12.- Ejemplo de perfil metabolico de un infarto. Parte izquierda: Imagen T2 RMI axial,
localizacion mediante ERMI y visualizacion del voxel en imagen T1. Parte derecha: espectros con TE de
31 y 136 ms del voxel indicado por las flechas y representativo de la lesion. Se incluyen las etiquetas de
los metabolitos mas representativos: Lactato (Lac), doblete invertido a TE 136 ms, NAA, Cry Co.
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Las lesiones desmielinizantes pueden constituir en algunos casos otro reto para un
diagnostico diferencial respecto a tumores gliales de bajo grado mediante imagenes
estandar T1 y T2. En la figura 13 se presenta un ejemplo de lesion desmielinizante para
su diagnoéstico diferencial respecto a encefaliomielitis diseminada agua o tumor glial de

bajo grado.

Lesion inicial

LESION CONTRALATERAL

Wl : N
l—

NAA/Cr ColCr ml/Cr NAA/Co
Lesién 1,13 1,19 | 0,19 0,95
TE 31
Contralateral 1,50 1,13 0,75 1,33
Lesion 141, | 122 - 0,91
TE 136
Contralateral 2,29 2,00 - 1,14

Figura 13.- Ejemplo de perfil metabolico de lesion desmielinizante. Parte izquierda: Imagen coronal de la
lesion, parte superior inicial, parte inferior al afio y después de tratamiento con corticoides. Parte derecha
superior: espectros a TE 31 y 136 ms de la lesion y de la region contralateral. Parte derecha inferior: tabla
con las relaciones de los metabolitos NAA, Co y ml respecto a Cr asi como el cociente NAA/Co.

Este caso constituye otro ejemplo de la capacidad de ayuda de los perfiles metabolicos
mediante ERM al diagnoéstico diferencial entre lesiones cerebrales. En este caso clinico,
los perfiles metabolicos, en particular los valores cuantitativos de relaciones respecto a
Cr de NAA, Co y ml, dirigian el diagnodstico hacia una lesion desmielinizante (13). La
evolucion del paciente a partir del tratamiento durante 6 semanas con corticoides y la
total desaparicion de la lesion justificaban el diagnostico de lesion desmielinizante
propuesto a partir de los perfiles metabolicos obtenidos en la lesion. Asimismo, pone de
relieve otra caracteristica de la aplicabilidad de la técnica ERM tanto de volumen tnico
como multivoxel, el apoyo al diagndstico en aquellas localizaciones, como en este caso
pedunculo, en donde la realizacion de la biopsia resulta muy comprometida.

Finalmente, la gliomatosis cerebri es otro tipo de lesion en la que los perfiles

metabolicos mediante ERMN pueden aportar una ayuda relevante para el diagnostico
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diferencial respecto a tumores gliales. En la figura 14 se incluye un ejemplo de perfil

neurometabodlico de una lesion tipo gliomatosis cerebri.

@,

'SV 31 ms Esplenio Cuerpo Calloso . .. ...

-
"]
. -

Figura 14.- Ejemplo de perfil metabolico de lesion gliomatosis cerebri. Parte superior de izquierda a
derecha: imagen de ERMI, imagen T1 coronal incluyendo la localizacion del voxel de volumen tnico
(cuadrado en rojo) e imagen axial T2. Parte inferior: espectro a TE 31 del volumen unico localizado en la
imagen central de la parte superior. Las resonancias mas intensas corresponden a NAA, Cr, Co y ml.

Como se puede observar en la figura anterior el perfil metabdlico de las lesiones
gliomatosis cerebri resulta bastante diferente a los observados en las lesiones
previamente consideradas, abscesos, infartos y desmielinizantes asi como a los tumores
gliales, ver a modo de ejemplo la figuras 1 y 2. Como hechos metabdlicos mas
significativos podriamos destacar la destrucciéon neuronal, disminucién de NAA,
ausencia destacada de procesos de celularidad , sin incremento aparente de la
concentracion de Co y un aumento significativo de la osmolaridad, cantidad relevante
de ml (14).

Como ejemplo comparativo, en la figura siguiente (Figua 15) se incluye el perfil

metabolico de un tumor glial de grado bajo.

91



Figura 15.- Ejemplo de perfil metabdlico de lesion glial grado bajo (II). Parte superior imagenes T2
sagital, coronal y transversal de la lesion. Parte media: espectro a TE 31 del volumen tnico localizado en
la lesion; parte inferior: espectro a TE 136ms. Las resonancias mas intensas corresponden a Lip/MM,
NAA, Cr, Co y ml, asi como el doblete invertido a Lac en TE 136 ms.

La diferencia cualitativa y/o cuantitativa entre los perfiles metabolicos de las diferentes
lesiones consideradas en este apartado, abscesos, infartos, desmielinizantes, gliosis
cerebri y tumor glial es significativa, lo que ha permitido, en particular mediante el
analisis cuantitativo de las sefiales de los distintos metabolitos (Lip/MM, NAA, Cr, Co,
ml, Lac, Suc, Ace, ...), una diferenciacion bastante precisa entre los mismos y un apoyo

al diagnéstico radiologico.

Generalizacion a gliomas de bajo grado

Una vez comprobada y utilizada en la clinica la capacidad de la ERM en el apoyo
directo al diagndstico diferencial entre diferentes tipos de lesiones del SNC y gliomas el
paso siguiente fue verificar la utilidad clinica real del protocolo disefiado en este trabajo
de investigacion, y ya en parte presentado en los ejemplos del apartado anterior, para la
diferenciacion de la agresividad de los gliomas. Como es bien conocido, y ya se ha
comentado en esta tesis, el manejo clinico del paciente depende directamente de la
agresividad del tumor glial. Asimismo, el prondstico y supervivencia se encuentran muy

mediatizados por el grado de la lesion glial. Obviamente, un primer paso consiste en la
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diferenciacion entre tumores gliales de bajo, grado I y II, y alto grado, III y IV.
Asimismo, puede resultar interesante desde el punto de vista clinico distinguir entre
grado Il y I'V.

Como ya se ha comentado en la introduccion, una de las limitaciones para la aplicacion
clinica de la ERMN de volumen Unico es la localizacion en la zona de la lesion de
mayor crecimiento celular, indicativa de la agresividad del tumor. Para lograr ese

objetivo se planted, disefi6 y comprobo un protocolo nuevo:

1) adquisicion inicial de un espectro ERMI, segun el protocolo descrito en el
apartado de metodologia, recogiendo la lesion y la zona contralateral. Dicha
obtencidn es posterior a la de las imdgenes T1 y T2 con y sin contraste, que
ademas permiten definir la orientacion anatomica adecuada para dicha
adquisicion.

i1) a partir de los datos previos de espectroscopia de ERMI, busqueda de la zona
con la méxima sefial de Colina (Co). La Co es el metabolito directamente
relacionado con el desarrollo celular acelerado (1) y por consiguiente con la
agresividad del tumor. De esta manera, se procede al posicionamiento del
voxel en la zona de maxima celularidad, posibilitando asi una mayor

precision en la gradacion de la lesion glial.
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Figura 16. Ejemplo del protocolo original disefiado para la adquisicion de los perfiles metabodlicos
mediante ERMN, combinando espectroscopia multivoxel y volumen tUnico, correspondiente a un
astrocitoma grado II. A) y C) Imagenes axial y coronal T2 con localizacion del voxel nico, B)
Imagen de espectroscopia correspondiente a la distribucion espacial del neurometabolito Colina,
sobre el que se ha localizado el voxel de volumen inico, como se comprueba en A) y C). D) ejemplo
del posicionamiento del enrejillado del multivoxel ERMI, asi como descripcion de la distribucion de
tipos de tejido a partir de los perfiles metabolicos; de izquierda a derecha: - contralateral con tejido
no afecto; - region peritumoral con infiltracion; - zona de edema; - region con elevada concentracion
de Colina. E) ejemplo de resultado diferenciador estadistico entre tumores gliales de grado II
(cuadrados azules), 111 (puntos amarillos) y IV (tridngulos negros).

En la figura anterior se muestra claramente la posibilidad de aplicacion del protocolo
propuesto. En B) se comprueba la distribucion espacial del metabolito Colina y como se
distingue una region especifica donde la concentracion de Co es mas elevada.
Precisamente sobre esta region se posicion6 el volumen tnico. En E) se puede observar
un primer avance de la capacidad estadistica para diferenciar metabdlicamente entre los
tres grados (IL, III y IV) para los tumores gliales. Concretamente, el andlisis estadistico
dirigido de los cocientes de los diferentes metabolitos respecto a Cr y/o H,O permiten
una diferenciacion entre los grados II, III y IV en tumores gliales. Asi en la Figura 16 se
muestra el ejemplo de separacion entre dichos grados respecto a los cocientes MMA/Cr
y MMB/Cr en una representacion tridimensional. MMA y MMB corresponden a las
resonancias anchas de Lipidos/macromoléculas, compuestos con T2 corto, con sefnales
centradas alrededor de 0,9 y 1,3 ppm, respectivamente (1).

Como ejemplo resumen de los resultados obtenidos mediante este protocolo se incluye

en la figura 17 los perfiles metabdlicos para los tumores gliales grado II, Il y IV.
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Figura 17.- Ejemplo de perfiles metabolicos obtenidos con el protocolo propuesto para para
astrocitomas de grado II, IIl y IV, de izquierda a derecha, respectivamente.

Como se puede comprobar de la Figura anterior, la localizacion del voxel de volumen
unico en la imagen de espectroscopia de la distribucion espacial de Co, previamente
adquirida, permite la obtencion de perfiles metabolicos ajustados a la zona de
celularidad, mayor concentracion de colina, minimizando al mismo tiempo Ia
contribucion de la zona de necrosis, mayor cantidad de lipidos/macromoléculas (MMA,
MMB). Este resultado se puede comprobar tanto a TE 31 como 136 ms, aunque es
mucho mas visible a T 136 ms. De esta manera se mejora la gradacion de los tumores

gliales, asi como se localiza la zona de maxima agresividad de la lesion.

La inclusion de la zona contralateral en el voxel completo de la imagen de
espectroscopia (D) en la figura 16) posibilita ademas:

- un analisis comparativo interno del perfil metabdlico entre la lesion y tejido no afecto;
- region peritumoral para verificar posible infiltracion; - diferentes regiones de la lesion,

como edema y/o necrosis; - zona de maxima celularidad, elevada concentracion de Co.
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Discusion

Logicamente, una cuestion inicial relativa a la potencial aplicacion clinica de los
perfiles metabdlicos in vivo mediante ERMN es su capacidad para diferenciar entre
distintos tipos de lesiones del SNC, y en particular respecto a tumores gliales que son
las mas frecuentes, especialmente GBM.

A partir de las Figuras 1-3 y 10-17 se puede comprobar la utilidad de la ERMN in vivo
como herramienta de apoyo al diagnostico y prondstico de lesiones del SNC, en
particular los tumores gliales y su agresividad.

Tanto la composicion metabolica como la proporcion entre los diferentes
neurometabolitos pueden posibilitar la diferencia entre diferentes tipos de lesiones
cerebrales asi como la gradacion de tumores gliales. Concretamente, los abscesos
representan un caso singular. En los abscesos no se detectan los neurometabolitos
habituales del tejido del SNC (Figuras 1, 2 ,9,10 y 11), como NAA, GIx, Cr, Co y ml.
Asi por ejemplo, en abscesos tipo anaerobico, Figura 10, el Acetato puede ser
considerado como un metabolito singular diferenciador respecto a otras lesiones del
SNC. Por otro lado, también se puede encontrar otro metabolito unico en lesiones
cerebrales, el Succinato (Suc) como diferenciador de abscesos con otras lesiones del
SNC, asi como respecto a abscesos anaérobicos. En resumen, los perfiles metabolicos
mediante ERMN in vivo en los que no se observen cantidades significativas de NAA,
Glx, Cr, Co y ml pero si Succinato y/o Acetato son claramente indicativos de abscesos
de tipo aerobico o anaerdbico, respectivamente.

Desafortunadamente, para el resto de lesiones del SNC no ha sido posible atn detectar
un metabolito singular que permita una diferenciacion Unica entre las mismas. No
obstante, las alteraciones genéticas/fenotipicas asociadas a los diferentes tipos de
lesiones cerebrales, también se pueden reflejar en distintas rutas metabdlicas y por
consiguiente alterando las cantidades de uno o varios de los metabolitos presentes en el
tejido nervioso central (1). Para poder detectar las variaciones en las cantidades de los
neurometabolitos, habitualmente observables con los equipos de RMI clinicos, se
requiere la evaluacién cuantitativa de la concentracion de los mismos a través del
analisis, lo mas preciso posible, del area de las sefiales de dichos metabolitos. Para este
fin se ha utilizado, como se ha indicado en apartados anteriores, el programa de analisis
de espectros JMRUI (6). Asi en la Figura 13 se muestra un ejemplo de tabla de cocientes

de intensidades de NAA, Co y ml respecto a Cr. La relacion respecto a Cr
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(Creatina+Fosfocreatina), uno de los neurometabolitos de concentracion practicamente
constante, es una de las mas frecuentes utilizadas para los andlisis comparativos.
También se puede usar la concentracion de agua como referencia interna, aunque su
concentracion, como en el caso de Cr, tampoco es totalmente constante.

En la Figura 12 se presenta un ejemplo claro del perfil metabodlico tipico de una lesion
tipo infarto. La lesion presenta alteraciones respecto al tejido normal contralateral, tal y
como se constata en la imagen de espectroscopia (figura no mostrada), con descenso de
NAA indicativo de dafio axonal. Ni en la imagen de espectroscopia ni en el volumen
unico se observa aumento de la celularidad, ya que no se observa en ninguna region
aumento de Colina. La presencia de una notable cantidad de Lactato es indicativa de
fenémenos hipoxicos. La existencia de dafio neuronal, junto con la ausencia de
celularidad e indicios de hipoxia se pueden relacionar con un infarto. Confirmado por
anatomia patologica.

La diferenciacion mediante RMN estandar entre placas desmielinizantes y tumores
gliales de bajo grado puede resultar complicada en bastantes ocasiones. En la Figura 13
se presenta un ejemplo de una lesion en el pedinculo cerebeloso izquierdo que
inicialmente, mediante RMN, se considerd a diferenciar entre: lesion desmiclinizante
como la esclerosis multiple o una encefalomielitis diseminada agua. Menos probable
neoplasia (fué remitida como tal). La localizacion de la lesion hacia practicamente
imposible o con mucho riesgo la biopsia de la lesion. Se considerd la ayuda la biopsia
metabodlica no cruenta para sopesar las opciones de lesiones no neoplasicas. Como se
puede deducir de los resultados cualitativos, asi como los cuantitativos detallados en la
tabla (Figura 13), las diferencias relativas al perfil metabolico de la region contralateral
asi como al correspondiente a astrocitoma de grado II (Figuras 15 y 17) son mas
préximos a lesion demielinizante. Esa fue la conclusion propuesta por ERMN in vivo y
comprobada en el control a las 6 semanas ya que con tratamiento corticoideo la lesion
se habia reducido. Finalmente, y como se observa en la figura, al cabo de un afio la
lesion habia desaparecido, confirmando clinicamente el diagndstico molecular mediante

ERMN.
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La gliomatosis cerebri es otro tipo de lesion del SNC agresiva y que muestra también
dificultad a la hora de su diagnostico mediante datos de RMI estandar. En este caso, de
nuevo, el perfil metabdlico mediante ERMN in vivo y siguiendo el protocolo propuesto
(Figura 14) es bastante diferente a los tipicos de tumores gliales mostrados en la Figura
17. De forma especifica, en general el perfil metabdlico de gliomatosis cerebri respecto
a tumores gliales presentan las siguientes diferencias: 1) la cantidad de
lipidos/macromoléculas, resonancias centradas a 0,9 y 1,3 ppm, es reducida; ii) también
existe una disminucion neuronal, observada a partir de una disminucion de la intensidad
de la senal de NAA; iii) no se observa un incremento importante en la concentracion de
Colina, en otras palabras no es aparente un elevado incremento de la celularidad como
en lesiones gliales; iv) la cantidad de ml es superior.

Los tumores gliales, en particular los GBM, son las lesiones mas frecuentes en el SNC.
Aunque la diferenciacion respecto a otros tipos de lesiones, como las mencionadas
anteriormente, es relevante, mucho mas lo es la posibilidad de diagnosticar su
agresividad a través de la determinacion de los grados de las mismas. Con el fin de
poder mejorar la capacidad de la ERMN en al apoyo al diagndstico diferencial de los
tumores gliales se disefid el protocolo descrito previamente. En la Figura 16 se ha
mostrado un esquema grafico de dicho protocolo, incluyendo un resultado previo de la
diferenciacion estadistica entre los tres grados a partir de los valores distintos en los
cocientes MMA/Cr y MMB/Cr para astrocitoma II, III y IV. Esta diferenciacion
estadistica se extiende a un ntimero mayor de cocientes de diversos metabolitos tanto
con Cr como con H,O.

En la Figura 18 se recogen las diferencias estadisticas obtenidas para el conjunto global

de los neurometabolitos observables mediante ERMN in vivo.
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Figura 18.- Ejemplo del conjunto de cocientes respecto a Cr y H,O de diversos metabolitos que permiten
la diferenciacion estadistica entre los grados II, III y IV de los tumores gliales. Parte superior: cocientes
respecto a H,O de Cr, ml y MMA. Parte inferior: diagramas tridimensionales MMA/Cr, MMB/Cr y
ml/H,0, CO/Cr; cuadrados azules (I); circulos amarillos (IIT) y triangulos negros (IV).

En conjunto se han observado 12 cocientes de metabolitos, ya con Cr o H,O, con
diferencias estadisticamente significativas para la diferenciacion entre astrocitoma II, III
y IV. Como se comprueba tanto el Cr/H,O como ml/H,O disminuyen con el grado del
tumor glial. Mientras que, por otro lado, el MMA/H,O aumenta, incremento de
necrosis, con el grado desde II a IV. Esta diferenciacifion se puede visualizar mejor a
través de diagramas tridimensionales como MMA/Cr, MMB/Cr y grado tumoral, ya
comentado en la Figura 16. De forma similar mI/H,O y Co/Cr varian con el grado
tumoral. mI/H,O aumenta mientras que Co/Cr disminuye con la agresividad de los
tumores gliales.

En resumen, los resultados hasta aqui presentados usando el protocolo propuesto y
descrito demuestran la capacidad del mismo en la ayuda al diagnostico diferencial tanto
entre diversos tipos de lesiones del SNC como para la distincion entre los grados II, III

y IV en tumores gliales.
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4.1.2.- Desarrollo y evaluacion de un Sistema de Apoyo al Diagnostico

Clinico (CADS) de tumores del SNC mediante ERM

grado y los gliales IIl y IV en tumores agresivos.

para el calculo de la sensibilidad y especificidad.

El calculo de la sensibilidad y especificidad, asi como la obtencion de las curvas ROC y
del AUC se ha realizado agrupando los tumores clasificados segin la WHO
(Organizacion Mundial de la Salud) siguiendo la diferenciacion obtenida mediante
CADS: meningiomas; tumor glial de bajo grado y tumores gliales agresivos. De manera

especifica, y practicamente habitual, los tumores gliales I y II se han agrupado en bajo

Se ha utilizado idéntico agrupamiento al usado para CADS para los tumores
clasificados a partir de los datos de RMI. Los tumores no incluidos en la clasificacion

del programa CADS se han clasificado como otros tumores y no se han considerado

En la tabla siguiente se incluye la clasificacion usada para esta evaluacion comparativa

entre clasificacion por diagnéstico clinico y MRS/CADS

Tabla 2.- Clasificacion del diagndstico clinico (WHO) adecuada a la de MRS/CADS

clasificacion WHO clasificacion CADS
Tumores de las Meninges

Meningioma (WHO grado I) Meningioma
Atypical meningioma (WHO grado II) Meningioma

Anaplastic (maligno) meningioma (WHO grado
I1I)

Meningioma

tumores astrociticos [tumores gliales]

Astrocitoma (WHO grado II)

Bajo grado o glial agresivo (depende

del grado)

Anaplésico (maligno) astrocitoma (WHO grado

110)

Bajo grado o glial agresivo (depende

del grado)

Glioblastoma multiforme (WHO grado 1V)

Bajo grado o glial agresivo (depende

del grado)

Astrocitoma Pilocitico [no-invasivo, WHO grado

Bajo grado o glial agresivo (depende
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1]

del grado)

Astrocitoma células gigantes [non-invasivo, | Bajo grado o glial agresivo (depende
WHO grado I] del grado)
Xanthoastrocitoma pleomoérfico [non-invasive, | Bajo grado o glial agresivo (depende
WHO grade I] del grado)
Tumores Oligodendrogliales
. ' Bajo grado o glial agresivo (depende
Oligodendroglioma (WHO grado II)
del grado)
Anaplésico (maligno) oligodendroglioma (WHO |Bajo grado o glial agresivo (depende
grado III) del grado)
Células tumorales Ependimoma
Bajo grado o glial agresivo (depende
Ependimoma (WHO grado II)
del grado)
_ ‘ Bajo grado o glial agresivo (depende
Ependimoma Anaplasico (WHO grado III)
del grado)
_ ' ' Bajo grado o glial agresivo (depende
Ependimoma Mixopapilar (WHO grado I)
del grado)
. Bajo grado o glial agresivo (depende
Subependimoma (WHO grado I)
del grado)
Gliomas Mezclados
. _ Bajo grado o glial agresivo (depende
Oligoastrocitoma Mezcla (WHO grado II)
del grado)
Anaplésico (maligno) oligoastrocitoma (WHO |Bajo grado o glial agresivo (depende
grado III) del grado)
. . Bajo grado o glial agresivo (depende
Otros (e.g. ependimo-astrocitomas)
del grado)
Tumores Neuroepiteliales de origen incierto
. Bajo grado o glial agresivo (depende
Espongioblastoma Polar (WHO grado IV)
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Astroblastoma (WHO grado V)
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende

Gliomatosis cerebri (WHO grado 1V)

del grado)
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Tumores Neuronales y mezcla neuronal-glial

o Bajo grado o glial agresivo (depende
Ganglioglioma (WHO grado I-1I)

del grado)
Ganglioglioma anaplasico (maligno) (WHO |Bajo grado o glial agresivo (depende
grado III) del grado)
Ganglioglioma desmoplastic infantii (WHO |Bajo grado o glial agresivo (depende
grado I) del grado)

Asimismo en la tabla siguiente se incluye la clasificacion usada para la evaluacion

comparativa entre clasificacion por RMI y MRS/CADS

Tabla 3.- Clasificacion de RMI adecuada a la de MRS/CADS

Clasificacion derivada RMI

Clasificacion CADS

Bajo grado o glial agresivo (depende

Glioma
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Glioma de bajo grado
del grado)
. Bajo grado o glial agresivo (depende
Astrocitoma
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Oligodendroglioma
del grado)
. _ Bajo grado o glial agresivo (depende
Oligoastrocitoma
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Astrocitoma Policitico
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Glioma alto grado
del grado)
. Bajo grado o glial agresivo (depende
Astrocitoma/oligodendroglioma/OA grado 111
del grado)
Bajo grado o glial agresivo (depende
Glioblastoma grado IV 108 s s P
del grado)
Astrocitoma de células gigantes Subependmal Bajo grado o glial agresivo (depende
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del grado)

Gliomatosis cerebri

Bajo grado o glial agresivo (depende

del grado)

Sub-ependimoma

Bajo grado o glial agresivo (depende

del grado)

Bajo grado o glial agresivo (depende

Ependimoma
del grado)
o Bajo grado o glial agresivo (depende
Ganglioglioma
del grado)
Meningioma Meningioma

Ya de forma especifica, en la tabla que se incluye a continuacién se recoge el

diagnostico obtenido mediante RMI para los tumores incluidos en este andlisis

estadistico comparativo. El tumor mas frecuente es GBM (grado 1V) diagnosticado en el

32,9% de los casos. Otro tipo de tumores con un porcentaje > 10% son astrocitomas

anaplasico grado III, gliomas bajo grado, meningiomas y metastasis.

Tabla 4. -Listado y porcentajes del diagnodstico obtenido mediante RMI de los casos considerados

Tipo tumor mediante RMI (N=79)
Astrocitoma 9

(11.4%)
Ependimoma 2 (2.5%)
Glioblastoma grado IV 26

(32.9%)
Glioma 1 (1.3%)
Glioma alto grado 2 (2.5%)
Glioma bajo grado 10

(12.7%)
Linfoma 1 (1.3%)
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Tipo tumor mediante RMI (N=79)
Meningioma 9

(11.4%)
Metastasis 8

(10.1%)
Neurocitoma 1 (1.3%)
Oligodendroglioma 4 (5.1%)
Oligoastrocitoma 3 (3.8%)
Other 3 (3.8%)

De forma similar en la tabla siguiente se incluye el diagnostico obtenido mediante la
aplicacion del CADS a los casos estudiados. El grupo de tumor mas representativo es
tipo agresivo (48,1%) seguido por gliales de bajo grado (36,7%) y meningiomas
(15,2%).

Tabla 5.-Listado y porcentajes del diagnostico obtenido mediante CADS de los casos considerados

Tipo tumor mediante HMR-CADS (N=79)
Glial Agresivo 38
(48.1%)
Glial Bajo Grado 29
(36.7%)
Meningioma 12
(15.2%)
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- Meningioma (CADS vs. Diagnéstico clinico)

Los valores de sensibilidad, especificidad, predictivo positivo y negativo en la
prediccion de la clasificacion de los meningiomas mediante CADS respecto al

diagnéstico clinico se recogen en la tabla siguiente.

Tabla 6. -Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de meningiomas (CADS vs diagnostico clinico).
Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcion Precision del
(no. de éxito /| daignostico
Medida del diagndstico | total) (Prevalencia=13,9%)
Sensibilidad 6/11 0,55 (95% C.I.: 0,23;
0,83)
Especificidad 62 /68 0,91 (95% C.I1.: 0,82;
0,97)
PPV 6/12 0,50 (95% C.I.: 0,21;
0,79)
NPV 62 /67 0,93 (95% C.I.: 0,83;
0,98)

La sensibilidad obtenida mediante CADS para detectar los meningiomas cuando
realmente esta presentes es 0,55 (95% C.1.: 0.23; 0.83) mientras que la especificidad es
0,91 (95% C.I.: 0,82; 0,97). Los valores predictivos positivo (PPV) y negativo NPV)
son respectivamente 0,5 (95% C.1.: 0,21; 0,79) and 0,93 (95% C.1.: 0,83; 0,98).

Para poder evaluar de manera correcta el predominio del meningioma se ha calculado el

analisis de poblacion, con un valor del 13,9%.
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- Tumores de bajo grado (CADS vs. Diagnéstico clinico)

De manera similar se han determinado la sensibilidad, especificidad, valores predictivo
positivo y negativo para los tumores gliales de bajo grado mediante CADS respecto al
diagnostico clinico, se han evaluado en funcion del andlisis de poblacion para contrastar

la precision del diagndstico.

Tabla 7.- Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de los tumores gliales de bajo grado (CADS vs
diagndstico clinico). Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcion Precision del
(no. de éxitos /| diagnostico
Medida del diagndstico | total) (Prevalencia=15,2%)
Sensibilidad 12/12 1,00 (95% C.I.: 0,74;
1,00)
Especificidad 50/67 0,75 (95% C.1.: 0,63;
0,84)
PPV 12/29 0,41 (95% C.I.: 0,24;
0,61)
NPV 50/50 1,00 (95% C.I.: 0,93;
1,00)

La sensibilidad del programa CADS para detectar los tumores gliales de bajo grado
cuando realmente estan presentes es 1,00 (95% C.L: 0,74; 1,00) mientras que la
especificidad es 0,75 (95% C.1.: 0,63; 0,84). Los valores predictivos positivo y negativo
son, respectivamente, 0,41 (95% C.1.: 0,24; 0,61) y 1,00 (95% C.1.: 0,93; 1,00).

Para poder evaluar de manera correcta el predominio de los tumores gliales de bajo

grado se ha calculado el andlisis de poblacion, con un valor del 15,2%.
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- Tumores gliales agresivos (CADS vs Diagnéstico clinico)

Asimismo, se han determinado la sensibilidad, especificidad, valores predictivo positivo
y negativo para los tumores gliales de agresivos mediante CADS respecto al diagnostico
clinico, se han evaluado en funcidn del analisis de poblacion para contrastar la precision
del diagnostico. En la tabla que se muestra a continuacion los datos obtenidos para el
analisis comparativo de la clasificacion de los tumores gliales agresivos mediante

CADS vs diagndstico clinico.

Tabla 8.- Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de los tumores gliales agresivos (CADS vs
diagndstico clinico). Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcion
(no. de éxitos / Precision diagndstico
Medida del diagnéstico total) (Prevalencia=36.7%)
Sensibilidad 22/29 0,76 (95% C.1.: 0,56;
0,90)
Especificidad 34 /50 0,68 (95% C.I.: 0,53;
0,80)
PPV 22/38 0,58 (95% C.I: 0,41;
0,74)
NPV 34/41 0,83 (95% C.I.: 0,68;
0,93)

La sensibilidad del programa CADS para detectar los tumores gliales agresivos cuando
realmente estan presentes es 0,76 (95% C.1.: 0,56; 0,90) mientras que la especificidad es
0,68 (95% C.I.: 0,53; 0,80). Los valores predictivos positivo y negativo son,
respectivamente, 0,58 (95% C.1.: 0,41; 0,74) y 0,83 (95% C.L.: 0,68; 0,93).

Para poder evaluar de manera correcta el predominio de los tumores gliales de bajo

grado se ha calculado el andlisis de poblacion, con un valor del 36,7%.

- Tumores Meningiomas (RMI vs. Diagnostico clinico)
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Dentro de la evaluacion planteada del CADS, programa automatico de procesado de
espectros y clasificacion de tumores, también se ha incluido el andlisis comparativo
entre los resultados obtenidos mediante RMI vs. el diagndstico clinico. Asi, en la tabla
siguiente se muestran los valores de la sensibilidad, especificidad y los valores
predictivos positivo y negativo para la clasificacion de meningiomas a partir de los
resultados del diagnostico mediante RMI vs. al diagndstico clinico calculado en base al

analisis de poblacion para la precision del diagnostico.

Tabla 9.- Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de meningiomas (RMI vs diagnostico clinico).
Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcion
(no. de éxitos/ Precision diagnéstico
Medida del diagndstico total) (Prevalencia=13.9%)
Sensibilidad 8/11 0,73 (95% C.I.: 0,39;
0,94)
Especificidad 67 /68 0,99 (95% C.I1.: 0,92;
1,00)
PPV 8/9 0,89 (95% C.I.: 0,52;
1,00)
NPV 67/70 0,96 (95% C.I.: 0,88;
0,99)

En este analisis, la sensibilidad de RMI para detectar los meningiomas cuando
realmente estan presentes es 0,73 (95% C.1.: 0,39; 0,94) mientras que la especificidad es
0,99 (95% C.I.: 0,92; 1,00). Los valores predictivos positivo y negativo son,
respectivamente, 0,89 (95% C.1.: 0,52; 1,00) y 0,96 (95% C.1.: 0,88; 0,99).

Para poder evaluar de manera correcta el predominio del meningioma se ha calculado el

analisis de poblacion, con un valor del 13,9%.

- Tumores gliales bajo grado (RMI vs. Diagnéstico clinico)
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Como en los apartados anteriores, se recoge en la tabla siguiente los resultados de
sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo para la clasificacion
de los tumores de bajo grado mediante el diagndstico de RMI vs. diagndstico clinico

calculados en funcién del andlisis de poblacion para la precision del diagnostico.

Tabla 10.-Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de los tumores gliales de bajo grado (RMI vs
diagndstico clinico). Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcionn
(no. de éxitos /| Precision diagndstico
Medida del diagnéstico total) (Prevalencia=27.8%)
Sensibilidad 19/22 0,86 (95% C.I.: 0,65;
0,97)
Specificity 53/57 0,93 (95% C.I.: 0,83;
0,98)
PPV 19/23 0,83 (95% C.L: 0,61;
0,95)
NPV 53/56 0,95 (95% C.I.: 0,85;
0,99)

La sensibilidad de RMI para detectar los tumores gliales de bajo grado cuando
realmente estan presentes es 0,86 (95% C.1.: 0,65; 0,97) mientras que la especificidad es
0,93 (95% C.I.: 0,83; 0,08). Los valores predictivos positivo y negativo son,
respectivamente, 0,83 (95% C.1.: 0,61; 0,95) y 0.95 (95% C.1.: 0,85; 0,99).

Para poder evaluar de manera correcta el predominio de los tumores gliales de bajo

grado se ha calculado el andlisis de poblacion, con un valor del 27,8%.

- Tumores gliales agresivos (MRI vs. Diagnostico clinico)
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Finalmente también se han determinado la sensibilidad, especificidad, valores
predictivo positivo y negativo para los tumores gliales de agresivos mediante RMI
respecto al diagnostico clinico, se han evaluado en funcion del andlisis de poblacion
para contrastar la precision del diagnostico. En la tabla que se muestra a continuacion
los datos obtenidos para el andlisis comparativo de la clasificacion de los tumores

gliales agresivos mediante RMI vs diagndstico clinico.

Tabla 11.- Sensibilidad y especificidad en la clasificacion de los tumores gliales agresivos (CADS vs
diagndstico clinico). Analisis de poblacion para comprobacion de la precision en el diagnostico.

Proporcion
(no. de éxitos / Precision diagnéstico
Media del diagnostico total) (Prevalencia=39.2%)
Sensibilidad 28 /31 0.90 (95% C.I.: 0.74;
0.98)
Especificidad 42 /48 0.88 (95% C.I.: 0.75;
0.95)
PPV 28 /34 0.82 (95% C.I.: 0.65;
0.93)
NPV 42 /45 0.93 (95% C.I.: 0.82;
0.99)

Por ultimo, la sensibilidad en el diagndstico mediante RMI para detectar los tumores
gliales agresivos cuando realmente estan presentes es 0,90 (95% C.I.: 0,74; 0,98)
mientras que la especificidad es 0,88 (95% C.I.: 0,75; 0,95). Los valores predictivos
positivo y negativo son, respectivamente, 0,82 (95% C.1.: 0,65; 0,93) y 0,93 (95% C.I.:
0,82; 0,99). (78)

Para poder evaluar de manera correcta el predominio de los tumores gliales de bajo

grado se ha calculado el andlisis de poblacion, con un valor del 36,7%.

- Discusion
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El conjunto de resultados descritos ha permitido evaluar el AUC a partir de las curvas
ROC para dos comparaciones interesantes: 1) resultados clasificacion de tumores
mediante CADS vs. diagnostico clinico; y ii) resultados clasificacion de tumores
mediante RMI vs. diagndstico clinico. (79)

- Grafico ROC para la clasificacion de meningiomas (resultados CADS y

obtenidos de RMI)

El area bajo la curva (AUC) formada para la sensibilidad y especificidad calculada para
meninigiomas se muestra en la figura 19 (es decir, la capacidad de las dos herramientas
de diagnéstico para discriminar entre muestras negativas y positivas) tanto para el
diagnostico obtenido mediante CADS como por RMI. La linea diagonal indica el limite

mas bajo aceptable para el test de aceptacion.

SENSITIVITY

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1

1-SPECIFICITY

~tp=HMRS — B MRI —— Diagonalline

Figura 19. Grafico de la curva ROC para la clasificacion de meningiomas (mediante CADS vs
diagndstico clinico) y (mediante RMI vs diagndstico clinico)

Los valores obtenidos para meningiomas mediante RMI son: la sensibilidad = 8/10 =
0,80 (0,76 — 0,84); especificidad = 0/1 = 0; Valor Predictivo Positivo = 8/9 = 0,89 (0,84
—0,94); Valor Predictivo Negativo = 0/2 = 0. Los valores obtenidos para meningiomas
mediante CADS son: la sensibilidad = 7/10 = 0,70 (0,67 — 0,73); especificidad = 2/6 =
0,33 (0,32 — 0,34); Valor Predictivo Positivo = 7/11 = 0,64 (0,61 — 0,67); Valor
Predictivo Negativo = 2/5 = 0,4 (0,38 — 0,44).
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- Grafico ROC para la clasificacion de tumores gliales de bajo grado

(resultados CADS y obtenidos de RMI)

En la Figura 20 se muestra el area bajo la curva (AUC) formada mediante la
sensibilidad y especificidad calculada para tumores gliales de bajo grado (es decir la
capacidad de dos herramientas de diagnostico para discriminar entre muestras negativas
y positivas) tanto para el diagnodstico mediante CADS y el obtenido mediante RMI. La

linea diagonal indica el limite mas bajo aceptable para el test de aceptacion.

SENSITIVITY

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

1-SPECIFICITY

—tp—HMRS —=mB MRI

Diagonal line

Figura 20.- Grafico de la curva ROC para la clasificacion de tumores gliales de bajo grado (mediante

CADS vs diagnéstico clinico) y (mediante RMI vs diagndstico clinico)

Los valores obtenidos para tumores gliales de bajo grado mediante RMI son: la
sensibilidad = 16/21 = 0,76 (0,72 — 0,80); especificidad = 7/11 = 0,64 (0,61 — 0,67);
Valor Predictivo Positivo = 16/20 = 0,80 (0,76 — 0,84); Valor Predictivo Negativo =
7/12 = 0,58 (0,55 — 0,61). Los valores obtenidos para meningiomas mediante CADS
son: la sensibilidad = 24/25 = 0,96 (0,91 — 0,99); especificidad = 1/6 = 0,17 (0,15 —
0,19); Valor Predictivo Positivo = 24/29 = 0,83 (0,79 — 0,87); Valor Predictivo
Negativo = 1/2 = 0,5 (0,48 — 0,55).(80)
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- Griafico ROC para la clasificacion de tumores gliales agresivos

(resultados CADS y obtenidos de RMI)

En la Figura 21 se muestra el area bajo la curva a partir de sensibilidad y especificidad
calculada para tumores gliales agresivos (es decir la capacidad de dos herramientas de
diagnostico para discriminar entre muestras negativas y positivas) tanto para el
diagnoéstico mediante CADS y el obtenido mediante RMI. La linea diagonal indica el
limite mas bajo aceptable para el test de aceptacion.

Los valores obtenidos para tumores gliales de bajo grado mediante RMI son: la
sensibilidad = 31/40 = 0,78 (0,74 — 0,82); especificidad = 0/2 = 0; Valor Predictivo
Positivo = 31/33 = 0,94 (0,89 — 0,99); Valor Predictivo Negativo = 0/9 = 0. Los valores
obtenidos para meningiomas mediante CADS son: la sensibilidad = 34/43 = 0,79 (0,75
—0,83); especificidad = 1/4 = 0,25 (0,23 — 0,27); Valor Predictivo Positivo = 34/37 =
0,92 (0,87 — 0,97); Valor Predictivo Negativo = 1/10 = 0,10 (0,85 — 0,15).

SENSITIVITY
=)
w

02 -
o1 / ROC curve
0 0.2 0,4 0,6 0,8 1

1-SPECIFICITY

~—4—HMRS =B MRI

Diagonal line

Figura 21.- Grafico de la curva ROC para la clasificacion de tumores gliales agresivos (mediante CADS

vs diagnostico clinico) y (mediante RMI vs diagndstico clinico)

De manera resumida, a partir de los resultados obtenidos de sensibilidad/especificidad
de RMI y CADS para el correcto diagndstico con referencia al diagnostico clinico final
basado en en todas las herramientas de diagnodstico disponible incluyendo biopsia,
parecen indicar una resolucion ligeramente superior para CADS en tumores gliales de

bajo grado y agresivos, lo contrario se observa en meningiomas.
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La precision de la clasificacion mediante CADS parece ser inferior a la de RMI s6lo por
para meningiomas, en cambio superior para tumores de bajo grado y tumores gliales

agresivos, como se puede observar a partir de las curvas ROC.(81)

4.1.3.- Imadgenes nosologicas en el diagnéstico diferencial entre lesiones

solitarias de GBM y metdstasis

Los estudios de RMI y 2D-TSI se realizaron a 15 pacientes, 9 diagnosticados como
GBM vy 6 metastasis. Los resultados se van a presentar en tres apartados. En primer
lugar se demostrara las diferencias en los cocientes de metabolitos entre GBM y
metastasis que posibilitaron su diferenciacion. Después, se detectara la naturaleza
infiltrante de los tumores GBM vy, finalmente, serd visualizada en una imagen

nosologica.

- Cocientes de metabolitos

Para cada paciente se dividieron los voxeles (correspondiendo a un total de 1114
espectros) en tres grupos voxeles asignados/correspondientes a: i) areas de realce
tumoral, ii) peri-realce (es decir, imagenes potenciadas en T2 hiperintensas, sin realce
post-Gd en imégenes potenciadas en T1) y iii) regiones sin realce/no-hiperintensas en
T2. Dentro de cada grupo se promediaron por paciente los cocientes Co/Cr y Co/Naa, y

posteriormente, sobre el conjunto de pacientes con el mismo tipo de tumor (Tabla 2)

Tabla 12.- promedio y desviacion estandar para Iso cocientes Co/Cr y Co/Naa en las regiones de realce
tumoral, area peri-realce y region sin realce/no hiperintensa en T2 para GBM y metastasis (MET). Estos
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cocientes, resultado del analisis de 1114 espectros ERMI, son superiores en las regiones de realce tumoral
y peri-realce en GBM respecto a MET.

No captacion C Realce Peritumoral Realce Tumoral
No hiperintenso T2

Cho/Cr GBM 1.29+/-0.22 1.68+/-0.61 2.76+/-0.99
MET 1.26+/-0.17 1.14+/-0.15 1.80+/-0.22
Cho/Cr GBM 0.43+/-0.08 0.83+/-0.65 1.81+/-1.62
MET 0.42+/-0.08 0.51+/-0.11 0.93+/-0.15

El valor promedio (+ la desviacion estandar) del cociente Co/Cr en la regién sin
realce/no hiperintensa en T2 para los GBM es 1,29+0,22 respecto a 1,26+0,17 en MET.
En la region peri-realce el cociente es 1,68+0,61 3 GBM y 1,14+0,15 en metastasis,
mientras que para la region de realce tumoral son 2,76+0,99 and 1,80+0,22 para GBM y
MET, respectivamente.

El valor promedio (£ la desviacion estandar) del cociente Co/Naa es 0,43+0.22 en la
region sin realce/no hiperintensa en T2 para los GBM respecto a 0,42+0,08 en MET. El
valor del cociente es 0,83+0,65 en la region peri-realce para GBM y 0,51+0,11 en
metastasis. Para la region de realce tumoral en GBM el valor del cociente es 1,81+1,62
mientras que 0,93+0,15 para MET.

Se ha encontrado una clara diferencia entre GBM y MET en los valores de Co/Cr y
Co/Naa en las regiones peri-realce y de realce tumoral. Basado en el analisis estadistico
considerando todos los 1114 espectros de ERMI, el cociente Co/Cr es
significativamente diferente entre GBM y MET en las regiones de realce tumoral y peri-
realce. En MET el cociente disminuye de manera estadistica significativamente entre la
region peri-realce respecto a la de sin realce/no hiperintensa T2, mientras que aumenta
de manera significativa en GBM. EL cociente Co/Naa es estadisticamente diferente
entre GBM y MET en la region peri-realce (periférica a la zona de realce post-Gd)
(Figuras 22 y 23). Ademas, se ha calculado para cada paciente la diferencia entre los
valores promedio de la region de realce tumoral y del drea sin realce/no hiperintensa T2

y se obtiene una nitida separacion entre GBM y MET (Figura 24)

115



Cho:Cr

GBM: non-enhancingngn-T2 hyperintense (379) - —— -

fin]

GEM; peri=pnhanzing (851 -

CEM: enhancing {180) - — 4

MET: non-enhancing/nen-T2 hypenntense (308] - -

MET; peri=2nhancing (76) - . —&r = -

MET: enhancing (78] | &

1 1 1 1
200 300 400 500 G600 oo and 200 1000

rank score

Figura 22.- Diagrama de comparacion por pares, resultante del test de Kruskal-Wallis y del
procedimiento de comparacion multiple de Tukey para Co/Cr. Los nimeros entre paréntesis en el eje
vertical indican el nimero de espectros ERMI utilizados para el andlisis estadistico de cada region
cerebral. Un total de 1114 espectros han sido analizados. El eje horizontal indica el resultado de los
rangos, a partir del test de Kuskal-Wallis. Se asocia un rango superior con un elevado valor de Co/Cr.
Existe una diferencia estadistica significativa (es decir, valor p< 0,005) si los intervalos se encuentran
separados. Los intervalos en gris y rojo se solapan y separan respecto al intervalo azul, respectivamente.
El cociente Co/Cr es estadisticamente diferente en las regiones de realce tumoral y peri-realce entre GBM
y MET. El cociente disminuye estadisticamente de manera significativa en la region de peri-realce
respecto a la de sin realce/no hiperintensa T2 en MET, mientras que aumenta de manera estadistica en
GBM.
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Figura 23.- Diagrama de comparacion por pares, resultante del test de Kruskal-Wallis y del
procedimiento de comparacion multiple de Tukey para Co/Naa. Los nimeros entre paréntesis en el eje
vertical indican el nimero de espectros ERMI utilizados para el analisis estadistico de cada region
cerebral. Un total de 1114 espectros han sido analizados. El eje horizontal indica el resultado de los
rangos, a partir del test de Kuskal-Wallis. Se asocia un rango superior con un elevado valor de Co/Naa.
Co/Naa muestra una diferencia estadistica significativa (es decir, valor p< 0,005) si los intervalos se
encuentran separados. Los intervalos en gris y rojo se solapan y separan respecto al intervalo azul,
respectivamente. El cociente Co/NAA es estadisticamente diferente en la region peri-enlace entre GBM y
MET.
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Figura 24.- Grafico de dispersion de la diferencia entre el promedio Co/Cr y Co/Naa para el area
de realce tumoral y sin realce/no hiperintensa T2 para cada paciente. Se puede observar una clara
separacion entre GBM y MET. El valor promedio de Co/Cr es 1,48 para GBM y 0,53 para MET. Para
Co/Naa el valor promedio es 1,38 para GBM y 0,51 para MET.

- Infiltracion

En RMI se ha indicado la region infiltrante de GBM en tejido aparentemente normal. Se
ha aplicado un valor seleccionado del umbral de Otsu para los valores de los cocientes
Co/Naa de un paciente para generar el mapa binario, indicando los voxeles con
cocientes normales y no normales.

El valor de salida umbral seleccionado se ha superpuesto a las imdgenes potenciadas en
T2, incluidas en el corte 2D-TSI, para dos pacientes con GBM (Figuras 25— 26) y para
dos pacientes con metastasis (Figuras 27 — 28). Los voxeles con valores no nromales de
la relacion Cho/Naa se indican en rojo, mientras que aquellos con valores normales en
azul.

El caso 3 representa a un paciente con GBM, confirmado mediante histopatologia,
teniendo a su vez una lesion satélite (Figura 25). Los voxeles con valores no normales
de Cho/Naa se encuentran en la region hiperintensa T2, asi como el tejido adyacente en

el hemisferio contralateral. El espectro RM (a) claramente muestra incremento de
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cantidad de Cho respecto a Naa y Cr. El voxel se encuentra situado fuera de la region
hiperintensa, sugiriendo que corresponde a infiltraciéon tumoral. También se incluyen
los espectros RM de tejido normal (espectro (b)) y de la region de realce del area
tumoral (espectro (c)). El caso 4 representa a otro paciente con GBM (Figura 26). El
espectro RM del voxel (b) muestra que la concentracion de Cho estd aumentada en
comparacion a Naa y Cr. También se incluye el espectro MR en (a), originado de un

voxel localizado la parte normal.

NAA

Figura 25.- Caso 3, paciente con GBM. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los cortes
contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2 con los
resultados umbral del cociente Cho/Naa superpuestos. Los colores rojo y azul se refieren a niveles no
normales y normales de Cho/Naa, respectivamente. Parte inferior: espectros RM de los voxeles indicados
en el enrejillado del corte del intermedio de RMI. Espectro RM (a) corresponde al voxel que esta situado
en el tejido adyacente en el hemisferio contralateral. La concentracion de Cho es superior a la de Na 'y Cr
sugiriendo infiltracion tumoral. También se incluyen espectros RM de tejido normal (espectro (b)) y de
tumor (espectro (c)).

El caso 10 es un paciente con metastasis, mostrando que no hay infiltraciéon en el
parénquima cerebral adyacente en base a los datos de 2D-TSI y ERMI (Figura 27). Los
voxeles con valores no normales de Cho/Naa corresponden totalmente al &rea

hiperintensa de las imagenes potenciadas en T2. También se muestran los espectros

MR de diferentes localizaciones que muestran niveles equivalentes de Cho y Cr asi
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como un aumento de Naa. Estos voxeles estan localizados fuera de la lesion tumoral, en
el parénquima del edema con peri-realce o tejido cerebral normal. Para el caso 14,
también metastasis, todos los voxeles con valores no normales de Cho/Naa estaban
incluidos en el area hiperintensa de las iméagenes potenciadas T2 (Figura 28). Los

espectros RM muestran niveles similares de Cho y Cr, con cantidades elevadas de Naa.

Figura 26.- Caso 4, paciente con GBM. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los cortes
contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2 con los
resultados umbral del cociente Cho/Naa superpuestos. Los colores rojo y azul se refieren a niveles no
normales y normales de Cho/Naa, respectivamente. Parte inferior: espectros RM de los voxeles indicados
en el enrejillado del corte del intermedio de RMI. Espectro RM (a) corresponde al voxel que esta situado
en el tejido adyacente en el hemisferio contralateral. La concentracion de Cho es superior a la de Na 'y Cr
sugiriendo infiltracion tumoral. También se incluyen espectros RM de tejido normal (espectro (b)) y de
tumor (espectro (c)).
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- Imagenes nosologicas

La imagen nosoldgica del caso 1 ilustra al naturaleza infiltrante de un GBM, con una
extension peripendimaria (Figura 29). El area de tejido no normal, obtenida a partir de
las imagenes RMI potenciadas en T2, se ha etiquetado en rojo en la imagen nosoldgica,
mientras que los voxeles con niveles no normales del cociente Cho/Naa que se
encuentran fuera de esta drea se muestran en blanco. En la Figura 29 se muestran los
espectros RM (a) y (b), pertenecientes a estos voxeles blancos en la region de no-
realce/no hiperintensa en T2 en la parte superior. La concentracion de Cho esta
aumentada respecto a Naa y Cr, sugiriendo infiltracién tumoral. El caso 2 representa a
un paciente con GBM, con lesiones satélites (Figura 39). El 4rea en blanco
significativamente amplia, en comparacion con la region roja, en la imagen nosologica

sugiere infiltracion tumoral. El verde refleja liquido cerebroespinal, el azul claro materia

Figura 27.- Caso 10, paciente con tumor metastasico. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los
cortes contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2
con los resultados umbral del cociente Cho/Naa superpuestos. Los voxeles rojos caen se encuentran
localizados totalmente dentro del area hiperintensa en las imagenes potenciadas en T2. Parte inferior:
diversos espectros RM, localizados fuera de la lesion tumoral, en el edema peri-realce o en parénquima
cerebral normal. Los niveles de Cho y Cr son similares, mientras que el contenido en Naa estd
aumentando, indicando que no hay infiltracion.

121



blanca y el azul oscuro materia gris. En la Figura 30 se visualiza el espectro RM (b),
situado en el area de infiltracion, junto a los espectros de (realce) tumor (espectro (a)) y
tejido normal (espectro (c)). El caso 13 es un paciente con lesion metastasica (Figura
31). La region roja, obtenida a partir de la segmentacion de la imagen RMI potenciada
en T2, presenta un buen acuerdo con los voxeles que presentan valores no normales de
la relaciéon Cho/Naa. Los espectros de diferentes localizaciones en el borde del tumor
muestran picos similares en altura para Cho y Cr, mientras que la cantidad de Naa se ve
muy incrementada. Finalmente, la region segmentada no normal, obtenida a partir de
imagenes RMI potenciadas en T2, concuerda con los voxeles que muestran valores no
normales de Cho/Naa para el caso 12, una metastasis (Figura 32). Los espectros RM,
localizados en el borde tumoral, corresponden a parénquima cerebral normal, sugiriendo
la no existencia de infiltracion tumoral. Las areas restantes en blanco corresponden a

voxeles que parcialmente contienen tejido no normal.

(a) (h) (¢)

Figura 28.- Caso 14, paciente con tumor metastasico. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los
cortes contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2
con los resultados umbral del cociente Cho/Naa superpuestos. Los voxeles rojos se encuentran
localizados totalmente dentro del area hiperintensa en las imagenes potenciadas en T2. Parte inferior:
diversos espectros RM mostrando que el contenido en Naa esta aumentando y los niveles de Cho y Cr son
similares; no se detecta infiltracion.
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Discusion

GBM y metéstasis son los tumores mas comunes en adultos. A pesar de los grandes
avances en el tratamiento, su prondstico permanece pobre (19,20). GBM es el mas
agresivo de los tumores gliales. Se inicia a partir de los astrocitos, subtipo de células de
la macroglia del sistema nervioso central. GBM se asocian con un pronostico pésimo
debido a su capacidad de infiltracion difusa en el parénquima normal cerebral, asi como
al complejo caracter del tumor por si mismo (21). EIl promedio de supervivencia es

inferior a un afio desde su diagnostico. Entre las complicaciones mas temidas del cancer

Figura 29.- Caso 1, paciente con GBM. Parte superior: Imégenes potenciadas en T2 de los cortes
contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Iméagenes potenciadas en T2 con la
imagen nosologica superpuesta. El tejido no normal a partir de RMI se indica en rojo. Los voxeles que
contienen niveles no normales de Cho/Naa y caen fuera del area no normal de T2, estan coloreados en
blanco. Parte inferior: espectros RM de voxeles que estan indicados en la imagen nosoldgica en el corte
central de RMI. Los voxeles (a) y (b) se encuentran localizados en area blanca, sugiriendo infiltracion.
Los espectros RM presentan un incremento en el contenido de Cho con respecto a Naa y Cr. El voxel (c)
esta situado dentro del tumor.
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se encuentra la metéstasis y sucede en un 10-40% de los pacientes. En adultos, las
localizaciones primarias mas comunes de la metéstasis cerebral son los neoplasmas de
pulmoén, cancer de mama y melanoma maligno (20, 22). La seleccion del tratamiento
apropiado se basa en diferentes factores incluyendo al edad del paciente, nimero de
metastasis, tipo de tumor primario, estatus funcional y extension de extra craneal de la
enfermedad (22). Estos factores también determinan el prondstico. La media de
supervivencia se encuentra entre los 2 y 16 meses (20, 22). Las aproximaciones
terapéuticas para los tumores cerebrales incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia
(20-24). Muchos de los pacientes son tratados con una terapia combinada, de acuerdo

con los factores pronostico, el tipo de tumor e histologia.

Figura 30.- Caso 2, paciente con GBM. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los cortes
contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Iméagenes potenciadas en T2 con la
imagen nosologica superpuesta. El tejido no normal a partir de RMI se indica en rojo el liquido
cerebroespinal en verde, la materia blanca en azul claro y en azul oscuro la materia gris. Los voxeles que
contienen niveles no normales de Cho/Naa y caen fuera del area no normal de T2, estan coloreados en
blanco. Parte inferior: espectros RM de voxeles que estan indicados en la imagen nosoldgica en el corte
central de RMI. El espectro MR (a) proviene de tejido tumoral mientras que el espectro (b) se origina a
partir de un voxel de infiltracion, mostrando un aumento de Cho respecto a Cr y mayor cociente Cho/Naa.
El espectro MR (c) representa a tejido normal.
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La RMI es el método seleccionado para el diagndstico, evaluacion y seguimiento de

tumores cerebrales (25). Los GBM y metéstasis cerebrales son habitualmente lesiones
con una forma irregular con zonas tipo anillo de realce de contraste rodeando a un area
central necrdtica hipointensa en imagenes potenciadas T1 con realce de Gd (20, 26). La
diferenciacion entre los tipos de tumores o entre recurrencia tumoral vs cambios
relacionados con la terapia hoy en dia atin es un reto. Técnicas avanzadas de MRI como
espectroscopia, difusion y perfusion proporcionan nuevos métodos de evaluacion de

diferentes patologias del cerebro (27-30).

Figura 31.- Caso 13, paciente tumor metastasico. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los
cortes contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2
con la imagen nosologica superpuesta. Parte inferior: espectros RM, localizados en el borde tumoral, se
indican en la imagen nosologica del corte intermedio de la imagen RMI. No se detecta infiltracion. Los
restantes pixeles blancos son debidos a efectos de volumen parcial.

La utilizacién exclusiva de la RMI convencional no permite de forma sencilla
diferenciar entre lesiones solitarias de metéstasis y GBM. Por consiguiente, esta parte
de la investigacion de esta Tesis Doctoral explora el uso de la informacién adicional que
proporciona la espectroscopia de imagen RM (ERMI) en combinacion con imagenes

nosologicas. En tumores cerebrales, la concentracion de Naa (resonancia alrededor de
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2,0 ppm) habitualmente esta disminuida ya se conoce como un marcador de densidad y
viabilidad neuronal y axonal. Una disminucion de la cantidad de Naa se asocia a una
pérdida de neuronas o lesién axonal. Por otro lado, la Cho a menudo muestra una
concentracion elevada en tumores cerebrales. La resonancia a 3,2 ppm se asigna a los
grupos trimetilamonio de la Cho y sus derivados. La mayor aportacion a dicha
resonancia la proporcionan la fosfatidilcolina (PCho) y glicerofosfatidilcolina (GPCho),
mientras que la Cho libre es un componente menor (31-33). En caso de patologia, la
contribucion de la Cho aumenta significativamente, reflejando formacion y destruccion
de membrana, mielina y lipidos (31-33). La Cr es esencial para el ciclo energético
celular y principalmente proviene del conjunto de metabolitos intracelulares Creatina
(Cr) y Fosfocreatina (PhCr). El pico de Cr a 3,0 ppm incluye a Cr y PhCr con un
desplazamiento quimico similar del grupo CHj. La intensidad de la sefial a 3,0 ppm
puede estar disminuida en algunos tumores, debido a un aporte inadecuado de energia

(32, 34).

Figura 32.- Caso 12, paciente tumor metastasico. Parte superior: Imagenes potenciadas en T2 de los
cortes contiguos contenidos en la paralelepipedo 2D-TSI. Parte intermedia: Imagenes potenciadas en T2
con la imagen nosoldgica superpuesta. Parte inferior: espectros RM de los voxeles indicados en la imagen
nosologica del corte intermedio de RMI. No se detecta infiltracion. Los restantes pixeles blancos son
debidos a efectos de volumen parcial.
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Estudios previos, diferenciando GBM de metastasis, han aplicado espectroscopia RM
de volumen unico, que proporciona informacién metabdlica de una localizaciéon unica
en un periodo corto de tiempo (5,6). En la investigacion que aqui se presenta, se han
adquirido datos 2D-TSI que son capaces de generar mapas de metabolitos del cerebro.
El tiempo necesario habitual para adquirir los cortes 2D-TSI con una matriz de
resolucion 24x24 es de aproximadamente 6 minutos, mientras que para matrices de
resolucion parecida usando secuencias estdndar de adquisicion el tiempo requerido es
mucho mayor. La ventaja de este protocolo de multivoxel es que se puede visualizar y
estudiar en el cerebro y de manera rapida el tumor entero, la region de periférica de
realce y el area de no no-realce/no hiper-intensa en T2 con una relativa resolucion
espacial elevada. De esta manera, la porcion metabolica mas activa del tumor puede ser
identificada con mayor probabilidad en comparacion con la espectroscopia RM de
volumen tnico, donde la posicion del voxel es esencial y a menudo subjetiva, como ya
se ha mostrado y comentado a lo largo del apartado 6.1.1.

Preul y col. (35) realizaron el promedio de datos de espectroscopia multivoxel a 1,5 T a
TE largo (272 ms) dentro de la region tumoral y encontraron un nivel elevado de Cho
en GBM (24 casos) en comparacion con metastasis (16 casos). Law y col (9)
compararon el valor maximo de la relacion Cho/Cr para gliomas de alto grado (11
casos) y metastasis (6 casos) en las regiones tumoral, peri-tumoral (hiper-intensa en
imagen RMI potenciada en T2, pero no en la imagen RMI potenciada en T1 post-Gd) y
parénquima cerebral normal contralateral usando ERMI a TE largo (135 ms) ya 1,5 T.
La relacion Cho/Cr fue 0.96+0.19 y 0.864+0.19 en el parénquima cerebral normal
contralateral, 2.28+1.24 y 0.76+0.23 en el area peritumoral, y 3.92+3.31 y 1.84+1.22 la
zona de realce tumoral para GBM y metastasis, respectivamente. Law y col. refirieron
diferencias significativas para valores de Cho/Cr en el area de realce tumoral y peri-
realce. Fan y col usando ERM de volumen tunico a TE corto (45 ms) (2,0 T) para
comparar los maximos de Cho/Cr en regiones similares de gliomas de alto grado (14
casos 6 de los cuales GBM) y metéstasis (8 casos). La relacion Cho/Cr fue 0.91+0.17 y
0.87+0.24 en el parénquima cerebral normal contralateral, 2.65+0.32 y 1.22+0.38 en el
area peri-tumoural, y 4.984+1.46 y 1.37+£0.92 en la region de realce del tumor para GBM
and metastasis, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas para el
cociente Cho/Cr en las regiones de realce tumoral y de peri-realce. Finalmente, Chiang
y col llevaron a cabo la comparacion de los maximos valores de Cho/Cr usando 3T y

ERMI TE largo (270 ms) en GBM (14 casos) y metastasis (12 casos) y so6lo hallaron
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diferencias significativas en el area peritumoral; 0.29+0.51 en metastasis y 1.30+0.45 en
GBM (10). La relacion Cho/Cr en la region tumoral fue 1.55+0.74 y 1.82+0.66 para

metastasis y GBM, respectivamente. Un resumen general se incluye en la Tabla 3.

Tabla 3. Metabolitos y RMN. Resumen bibliografico. GBM se refiere a glioblastoma multiforme, glimo
de grado mas alto, y MET a metastasis. El nimero de casos se indica entre paréntesis. TE y FS indican

tiempo de eco e intensidad del campo magnético de Iso equipos de RM, respectivamente.

Estudio TE(ms) FS(T) Metabolito Patologia Control Peritumoral  Captacion Contraste
Preul etal. 272 1.5 Cho_ GBM (24) Aumentada
MET (16) Disminuida
Law etal. 135 1.5 Cho/Cr HCG (1) 0.96+/-0.19  228+/-124  3.92+4/-331
MET (6) 0.86+/-0.19  0.764/-023  1.844/-1.22
Fran et al. 45 2.0 Cho/Cr HCG(14) 0.91+/-0.17  2.65+/-032  498+/-1.46
MET (%) 087+/-024 1224038 1.37+/-0.92
Chiang etal. 270 3.0 Cho/Cr GBM (14) 1.304/-0.45  1.82+/-0.66
MET (12) 0264051  1.55+/-0.74

En este estudio, se han analizado los cocientes Cho/Cr y Cho/Naa en las regiones de
realce tumoral, de peri-realce y no realce/No hiperintensa T2. El término peri-realce ha
sido preferido al de peri-tumoral ya que el margen de un glioma de alto grado no esté
bien definido en las imagenes RMI potenciadas en T2 debido a la elevada naturaleza
infiltrativa de los gliomas. (9,21). Los cocientes de los voxeles se promediaron dentro
de cada una de las regiones. Se han encontrado diferencias significativas en los
promedios de Cho/Cr y Cho/NAA entre GBM y metastasis en la zona de realce tumoral
y el area de peri-realce. La combinacion de ambos cocientes se puede usar para extraer
una regla de decision. Estos hallazgos son consistentes con lo ya publicado, lo que
apoya nuestras conclusiones. Pero a diferencia de las aproximaciones previas, la
investigacion en esta Tesis también se centra en la visualizacion de la infiltracion

tumoral.

Aunque la comparacion entre las relaciones de metabolitos en las regiones tumoral y

peri-realce posibilita la diferenciacion entre GBM y metéstasis, en cambio no muestra
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directamente donde se puede localizar la infiltracion. Con la aproximacioén aqui
desarrollada, la infiltraciéon se puede detectar automaticamente y visualizar usando
mapas de colores e imagenes nosologicas. La imagen nosoldgica ofrece una forma
interesante de representar la heterogeneidad tumoral, que puede ser de ayuda clinica en
la toma de decisiones terapéuticas. Sin embargo, una limitacion de las aproximaciones
previas para imagen nosoldgica, ha sido que solo se tenia en cuenta la informacién
espectroscopica de RM dentro de las lesiones definidas mediante RMI (16). De tal
manera que, las imagenes nosologicas resultantes muestran un contorno tumoral similar
al que se puede observar en la imagen de RMI. Esto no es lo esperable en el caso de
tumores con infiltracion difusa (p.e. (21)). En la metodologia aqui desarrollada, los
mapas de colores, calculados a partir de la relacion Cho/NAA, se ha superpuesto con las
imagenes nosolodgicas para visualizar la infiltracion ya que el cociente Cho/NAA y
NAA son importantes biomarcadores para la infiltracion tumoral en gliomas (36). Los
espectros RM con valores no normales del cociente Cho/NAA se han encontrado en las
regiones peri-realce y no-realce/no hiperintensa en T2 de gliomas, y, ademas, se ha
publicado la existencia de una correlacion negativa entre el nivel de NAA y el grado de
infiltracion del tumor (7, 37, 38). La region de peri-realce representa un incremento en
el agua intersticial debido a alteraciones en la permeabilidad capilar y ruptura de la
barrera cerebro-sanguinea, originada por el tumor (9). En el caso de gliomas de alto
grado, esta region contiene infiltracion celular a lo largo de los canales vasculares. En
metastasis, la anormalidad de la sefial en la region peri-realce probablemente es debida
a edema vasogénico puro. Debido a los efectos de volumen parcial, se pueden obtener
en las imagenes nosoldgicas de metéstasis algunos pixeles blancos. Estos pixeles
blancos tienen su origen en voxeles que, parcialmente, contienen tejido de realce
tumoral o de peri-realce en ERMI. Sin embargo, contrariamente a lo que sucede en
GBM, no se han encontrado para las metastasis voxeles blancos de infiltracion fuera de
la region de peri-realce.

Una limitacidon de la metodologia desarrollada en esta parte de la Tesis es que solo se
han adquirido datos de espectroscopia de RM bidimensional (2D-ERMI), con el
paralelepipedo de adquisicion ERMI se localiz6 con el objetivo de incluir el maximo
volumen del tumor para asi diferenciar entre lesiones solitarias de metastasis y de GBM.
El uso de ERMI tridimensional probablemente permita cubrir la casi totalidad del tumor
(39) y asi posibilitar una diferenciacion mas precisa entre GBM y metéstasis, aunque, a

costa de un incremento significativo del tiempo de adquisicion. Otra posible limitacion
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de la metodologia desarrollada es que no se incluye correlacion con otro tipo de datos
de RMI como difusion potenciada, imagen de difusion de tensor y perfusion potenciada.
La combinacion de dichos métodos con ERMI puede producir una potencial mejora del
diagnéstico (9, 10, 40-46), aunque, como en el caso de la ERMI tridimensional el

tiempo de adquisicion puede aumentar significativamente.

4.2.- PERFIL METABOLICO EX VIVO MEDIANTE HR-MAS

4.2.1.- Correlacion del pérficil metabolico mediante HR-MAS de la muestra

de biopsia cerebral y tipo de tejido tumoral

Resultados del analisis estadistico

De acuerdo con el examen histologico, se ha observado una gran extension de
heterogeneidad en el tejido para todos los tumores gliales estudiados. En particular para
el grupo de los GBM, aunque en todos los casos fueron clasificados como tumor, a
partir de la histopatologia existe una elevada variabilidad en su composicion del tejido
como diferente contenido necrético, alta celularidad o tejido periférico. Algunos
ejemplos contenian el 90-100% de necrosis y otros contenian s6lo areas de periferia
adyacente infiltrante del tumor. Los espectros de HR-MAS dentro del grupo de GBM
mostraron diferencias importantes en la concentracion de Naa, tCho, Lips y Cr (ver
Figura 33). Se observo una distribucion de la concentracion de metabolitos altamente
dispersa alrededor de los valores medios y se pudieron identificar valores fuera de la
distribucion media. Estas varianzas tan grandes podran justificarse por el hecho de que
los espectros de los tejidos de GBM provengan de diferentes localizaciones tumorales,
es decir de regiones con distinto contenido de tipo de tejido. Este hecho puede tener una
influencia en las concentraciones de metabolitos, como previamente ya se ha mostrado
(2,3). Por esta razon se investigo6 si el grupo de los casos con valores de concentraciones
lejos de la distribucion media pudieran constituir una nueva subclase dentro del grupo

de GBM.
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Figura 33.- Datos HR-MAS para muestras de GBM conteniendo diferentes tipo de tejido.

Sin usar ningin conocimiento previo, la opcion mejor para el agrupamiento del conjunto de GBM son 3
subgrupos segtn la solucion de “Homogeneity-Separation” siguiendo los indices de Sil y Wint. A partir
de otros analisis estadisticos, como KL, de forma general, se constatd que 3 es el numero optimo de
conjuntos para el uso del algoritmo de grupos k-medio.

Los resultados del proceso de agrupamiento para la correlacion entre tipo de tejido y
concentracion de metabolitos se muestran en la Figuras 34 y 35. En la Figura 34 se
visualizan los perfiles caracteristicos para los centroides obtenidos, junto con los
vectores caracteristica de los objetos asignados para cada uno de los tres grupos,
después del centrado y normalizacion de la media a cero y a una unidad de desviacion
estandar.

Cluster 1 Cluster 2 vluster 3

0.5
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border tissue Necrosis high cellular tumor

Figura 34.- Grupos de perfiles de caracteristicas, los centroides estain marcados en negrita, y los objetos
dentro de los grupos en azul
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Figura 35.- Grupos obtenidos a partir de las concentraciones de los metabolitos.De manera visual directa
se pueden detectar diferencias considerables entre los perfiles metabodlicos de los tres grupos (Figura 34).
Los grupos obtenidos son homogéneos y claramente separables (Figura 35). El conjunto 1 (Cl1) se
caracteriza por elevados niveles de NAA, un comportamiento atipico para los tumores GBM, pero tipico
para la region periférica del tumor o para regiones de infiltracion en tejido normal (/2). Los objetos en el
conjunto 2 (C2) muestran niveles de Lip(s) muy elevados, lo que es una caracteristica esperable en GBM
y se encuentra principalmente asociada a necrosis (3), mientras que el conjunto 3 (C3) posee niveles altos
de compuestos de Colina (Cho(s)), biomarcador de la elevada celularidad que caracteriza el crecimiento
celular activo del tumor (13).

Cuando estos resultados se comparan con las conclusiones obtenidas a partir de la
histologia se obtiene un muy buen acuerdo con las concentraciones de metabolitos. Asi,
para 21 de los 22 casos validados histologicamente el contenido del tipo de tejido
predominante fue idéntico tanto a partir del agrupamiento por perfiles metabdlicos
como del procedimiento histopatoldgico. Esto confirma que el conjunto C1 representa
los casos con tejido tumoral periférico/infiltrante, C2 con tejido predominante necrdtico
y C3 con tejido predominante de alta celularidad. A partir de ahora la nomenclatura para
las clases de tejido se simplificara para los grupos obtenidos como tejido: periférico,
necrotico y alta celularidad, respectivamente. En la Figura 35 se muestra todas las clases
de GBM en un plano escalado multidimensional (las 7 dimensiones (7 metabolitos

caracteristicos) son reducidos a 3 dimensiones) haciendo hincapié en la distribucion de
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los datos dentro de los grupos. El caso no correctamente clasificado, con borde azul
claro en la Figura 35, agrupado como predominantemente tejido de alta celularidad, esta
compuesto mayoritariamente con tejido normal. Como este tipo de tejido no ha sido
considerado en el proceso de clasificacion del estudio, se puede considerar como un
caso fuera de todos los promedios lo que podria explicar su posicion alejada de los tres
conjuntos obtenidos. Los cinco casos para los que no se dispone de la validacion
histologica (bordeados con verde oscuro en la Figura 35) no interfieren en los resultado
del agrupamiento ya que como se puede observar quedan evidentemente incluidos como
objetos dentro de cada grupo.

Cuando se tiene en cuenta los cocientes entre metabolitos se obtiene un acuerdo con los
resultados histologicos para 18 de los 22 casos. Para tres de los cuatro casos no
clasificados correctamente el tejido predominante a partir del agrupamiento es
periférico, mientras que el resultado de histopatologia es de alto contenido de células
tumorales. Uno de los casos no clasificados se asigné mediante agrupamiento como alta
celularidad mientras que por histologia fue tejido normal (el mismo caso no clasificado

cuando se trabajo directamente con las concentraciones de los metabolitos).

- Resultados de la generalizacion a gliomas de grado bajo

Para el grupo de tumores Grado III, en 2 de los 7 casos hay una elevada correlacion con
tejido tipo periférico mientras que para 5 casos se ha encontrado una alta correlacion
con el modelo de tejido de elevada celularidad, como se comprueba en la Figura 36a.
Estos resultados estan de acuerdo con los datos histologicos. Para el caso 28 se
encuentra una situacion especial, desde el punto de vista histopatologico el resultado es
50%-50% tejido de alta celularidad e infiltracion. Este caso se ha clasificado, en base al
maximo coeficiente de correlacion, como predominantemente tejido de clase periférico.
No obstante, también se ha obtenido una elevada correlacion con tejido de alta
celularidad. Para este clase de tumores no se han encontrado casos con tejido necrotico
predominante.En el caso del grupo de tumores GII, 11 de los casos estuvieron altamente
correlacionados con tejido tumoral de clase alta celularidad, en 5 de los casos con tejido
tipo periférico y 2 con tejido necrético, ver Figura 36b. Se ha encontrado un muy buen

acuerdo con la histologia para 7 de los 9 casos validados histolégicamente.
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Figura 36. Asignacion de las clases de tejidos basado en los coeficientes de correlacion mas elevados,
para los grupos de tumores: a) GIII y b) GII

- Discusion

La histopatologia es hoy en dia el procedimiento comun para la evaluacion detallada y
el diagnoéstico de tumores del SNC. Esta técnica proporciona informacion no sélo del
tipo y grado del tumor sino también de la patologia del tejido tumoral. Las técnicas de
RMN, que proporcionan una elevada informacion bioquimica sobre las moléculas del
organismo investigado, son vistas como una alternativa y complementaria en el
diagnéstico y evaluacion de tumores del SNC. En particular la espectroscopia de
volumen unico (ERM) y multivoxel (ERMI), ya comentadas en apartados anteriores,
junto con HR-MAS, que se discutird en los apartados siguientes, han probado un grado
de precision elevado en la determinacion del grado y tipo de tumor. En estudios previos
se ha demostrado que se pueden correlacionar los cambios metabolicos con los tipos de
tumor (14, 15) y grados (16-19). Sin embargo, debido a la heterogeneidad del tejido la
gradacion de tumores gliales no es siempre directa con estas técnicas. Mediante HR-
MAS es factible cuantificar la microheterogeneidad de los GBM como se muestra en
(17). No obstante, las conclusiones que se obtuivieron en (17) fueron para un niimero
limitado de muestras provenientes de un unico paciente con GBM. Aqui se propone un

estudio mas complejo incluyendo muestras de diferentes pacientes con tumores gliales
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con distintos grados de agresividad y mediante un avanzado método estadistico. Los
resultados obtenidos confirman que se puede diferenciar los tipos de tejido tumoral para
los tumores gliales independientemente del grado de agresividad simplemente usando la
informacion proveniente de los datos ex vivo de HR-MAS. Ademads, se demuestra que
las variaciones en las concentraciones de los metabolitos estan correlacionados y no son
independientes entre si, y basado en estos hallazgos, los modelos representativos de
tejidos que se obtienen a partir de los perfiles metabolicos son necrdtico, alta

celularidad y periférico.

- Biomarcadores mejores para la diferenciacion de tejidos

Los lipidos son los marcadores mas fiables para la progresion tumoral y un incremento
en sus concentraciones indican necrosis, que es una de las caracteristicas
histopatologicas de los tumores de grado alto (20). Esto ha sido apoyado mediante
estudios ex vivo posteriores, mostrando no solo una correlacion entre los lipidos
moviles visibles en RMN (con tiempos de correlacion altos) y el porcentaje de necrosis
(3), sino también la presencia de lipidos modviles en tumores sin necrosis (21), mientras
que en (1) se muestra que las concentraciones de lipidos mdviles estdn linealmente
correlacionados con la cantidad de necrosis. Los resultados aqui obtenidos confirman
plenamente dichas observaciones. Adicionalmente se demuestra que los lipidos pueden
ser un biomarcador fiable para la identificacion de tejido del borde del tumor cuando las
concentraciones de los lipidos son apenas detectables; y también para separar tejido de
alta celularidad y tejido periférico del tumor respecto a la necrosis; ver Figura 37 donde
se ha realizado un andlisis de comparacién multiple (22)

El grupo del conjunto de compuestos de Colina (tCho), que incluye PCho
(fosfatidilcolina) y GPCho (Glicerofosfatidilcolina), estd asociado con la progresion del
tumor del SNC a concentraciones elevadas. En regiones tumorales de metéstasis y GBM
se han encontrado elevadas concentraciones de tCho (23), reflejando un incremento en
la celularidad y rapida destruccion-formacion de membranas celulares durante el
crecimiento de células cancerosas (13, 24-27). La concentracion de Colina no es
suficiente para diferenciar gliomas de bajo grado de alto grado (28), aunque su
combinacion con las variaciones de ml y Lipidos-macromoléculas como se ha visto en
el apartado 6.1 y en (29) puede permitir una diferenciacion entre GII, GIII y GBM. No

obstante, la concentracion de Cho puede servir como biomarcador para diferenciar entre
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los tipos de tejidos como se muestran en los resultados de este apartado. La menor
cantidad de tCho en gliomas de alto grado en comparacion con los de bajo grado puede
ser debido al efecto de la dilucién de la densidad absoluta celular por la presencia de
necrosis (30). Los resultados aqui obtenidos confirman las observaciones anteriores.
Ademés de estudios previos, los resultados aqui obtenidos demuestran que la
degradacion en las concentraciones de tCho estd relacionada no sélo con el grado de
agresividad sino también con la heterogeneidad del tejido. Los valores de la

concentracion de Cho son mayores en regiones tumorales de alta celularidad.
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Figura 37.- Diferencias entre las tres clases de tejidos para a) los metabolitos considerados en
esta parte de la tesis y b) para los valores de los cocientes de metabolitos. El valor promedio viene
representado por un circulo y las lineas alrededor proporcionan el intervalo de valores que toman esas
caracteristicas. También se indica el valor p relativamente altas en regiones periféricas del tumor, pero
son muy bajas en necrosis (Figura 37).
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La sefial singlete del NAA a 2,01 ppmse asocia como marcador de la funcién neuronal
normal y se ha demostrado que su concentracion es baja en regiones tumorales (12, 30).
Se pueden esperar niveles altos de NAA en las regiones periféricas del tumor con
respecto a las zonas de tumor activo. En esta parte de la tesis las alteraciones en la
concentracion de NAA parecen también suceder entre los diferentes tipos de tejido
tumoral considerados. Demostramos que de hecho también puede actuar como
biomarcador para tejido periférico, pero también para separar la necrosis respecto al
resto de los grupos de tejidos considerados, tal que los niveles de Naa son casi
despreciables en tejido necrotico en comparacion con el tejido periférico, y son
pequeias en comparacion con el grupo de tejido de alta celularidad.

La Creatina (Cr) se usa tipicamente como referencia interna. En (28) se muestra que la
relacion NAA/Cr disminuye significativamente en comparacion con el mismo cociente
en tejido normal (p < 0.01). En la referencia (31) los cocientes tCho/Cr disminuyen en
gliomas de alto grado con la malignidad del tumor debido a la baja celularidad en los
gliomas de alto grado, que contienen una gran cantidad de necrosis, mientras que la
relacion tCho/Cr puede ser 1til para resolver los problemas de clasificacion de algunos
tumores (32) . Sin embargo, en el apartado 6.1 correspondiente a la aplicabilidad de la
espectroscopia RMN in vivo (ERM), se ha demostrado que mediante un analisis
multiparamérico se pueden distinguir entre los diferentes tipos de gliomas GII, GIII y
GBM mediante el andlisis combinado de Cho/Cr con mI/H,O y MMA/Cr y MMB/Cr,
donde MMA (lipidos-macromoléculas a 0,9 ppm) y MMB (lipidos-macromoléculas a
1,2 ppm). Por consiguiente, también se han considerado los cocientes de los Lip, tCho y
Naa con Cr. Los resultados en este apartado confirman los hallazgos previos. Como
resultado mas interesante se puede indicar que la diferenciacion entre los tipos de tejido
no es tan fiable cuando se utilizan los cocientes de metabolitos que cuando se usan las
concentraciones de los mismos.

Por otro lado, se ha mostrado, para un tnico caso, que la cantidad de Lactato (Lac) (1)
se correlacionan con los niveles de necrosis. No obstante, el proceso del manejo de las
biopsias previo al estudio mediante HR-MAS, extraccion quirurgica, proceso de
congelacion, condiciones de temperatura, perfusion con la disolucion salina deuterada,

entre otros, pueden tener una influencia en la cantidad final de Lac.
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- Caracterizacion de las clases de tejidos

Los resultados sugieren que todos los metabolitos investigados podrian ser usados como
biomarcadores fiables para la diferenciacion de las clases de tejidos consideradas. De
hecho, son complementarios entre si y que s6lo se puede obtener una clasificacion
fiable entre tejido tumoral necrotico, periférico y de alta celularidad cuando se considera
en conjunto toda la informacién metabolica, es decir el perfil metabdlico completo
obtenido mediante HR-MAS. Las alteraciones en NAA, tCho y lipidos estan
interconectadas. Estas interconexiones dan lugar, por ejemplo, a las correlaciones entre
la disminucion en tCho y Lipidos y el aumento de NAA vy el tejido tumoral periférico..
En la Figura 38 se han seleccionado los diferentes grupos de metabolitos necesarios
para describir el espacio en el que analizar los datos para los GBM. Se puede verificar
que el agrupamiento Lips-NAA posibilita una mejor separacion entre tejido periférico y
alta celularidad (ver parte a), que el grupo de metabolitos Lips-tCho permite una buena
separacion entre necrosis y alta celularidad (ver parte b), mientras que la mejor

separacion entre los tres clases de tejidos viene dada en el grupo tCho-NAA (ver parte

c).
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Figura 38. Los 7 casos de GBM representados en el espacio Lip-Naa (a), Cho-Lip (b) y Cho-Naa(c)

- Necrosis

Las caracteristicas tipicas de necrosis implican incrementos significativos de las
concentraciones de Lips y de los cocientes Lips/Cr comparados con los respectivos
niveles en tejidos de alta celularidad y periférico. Estos resultados estan de acuerdo con
las conclusiones formuladas en articulos previos (1,3). Ademads, se ha encontrado que
para la necrosis que los valores de NAAa y NAA/Cr son practicamente despreciables y
que las concentraciones de tCho y tCho/Cr también son muy bajas. Tomando como
referencia la suma de todos los metabolitos considerados, en el tejido necrotico se
observa que los niveles de NAA < 20%, mientras que en Lips > 60% y los de Cho <

30%, ver Figura 39.

- Periférico

Una caracteristica diferencial del tejido periférico es el alto nivel de NAA. Estos
resultados confirman los datos bibliograficos previos. Los lipidos pueden jugar un papel
importante en la separacion del tejido periférico y necrético, asi como el grupo de tCho
(ver Figura 39). Los niveles de Lips < 40%, de NAA > 20%, de Cho > 20%. Los
cocientes Lips/Cr son bajos o muy bajos, el de Cho/Cr, PCho/Cr y GPCho/Cr son < 1,5
y NAA/Cr no es despreciable.

Border High cellularity Necrosis
4% 7% 2% 70,

33%

Figura 39. Distribucion de metabolitos para las diferentes clases de tejidos.

Los porcentajes de los valores reflejan los cocientes entre las concentraciones de los

metabolitos individuales y la suma de todas las concentraciones consideradas.
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- Alta Celularidad

Las concentraciones de tCho son las mas elevadas para el tejido de alta celularidad en
comparacion con el resto de grupos. Los niveles de NAA y su cociente respecto a Cr
son muy reducidos. Los Lips y Lips/Cr son mucho més bajos que para el tejido
necrotico pero no se diferencian mucho de los valores obtenidos para el tejido
periférico. Como conclusion de los resultados obtenidos el nivel de Lip(s) < 50%, el
nivel de NAA< 10%, el nivel de Cho(s) > 40% en tejido de alta celularidad y los
cocientes de los 4acidos grasos/Cr son bajos o muy bajos, los cocientes Cho/Cr,
PCho/Cr y GPCho/Cr son mayores o proximos a 1,5 y la proporcion Naa/Cr es
despreciable.

Se han encontrado para todos los casos, independientemente del grado de agresividad,
las mismas caracteristicas metabdlicas para los tipos de tejidos considerados. Los
perfiles metabodlicos para tejido necrotico, periférico y de alta celularidad para todos los
grupos de tumores son proximos a los modelos de tejido considerado como referencia.
Hay que destacar el hecho que los tejidos de las muestras examinadas presentaban un
contenido variable de tejido tumoral necroético, periférico y de alta celularidad, como se
deprendia de los datos histopatologicos. Esta caracteristica podia ser también observada
en los datos de HR-MAS como en aquellos casos que se encontraban muy proximos al

limite entre dos clases de tejidos.

4.2.2.- Clasificacion metabolica ex vivo (HR-MAS) de tumores del SNC

En la Figura 40 se muestra, a modo de ejemplo, un ajuste mediante AQSES. El espectro
pre-procesado (en negro) es el resultado del procedimiento de pre-procesado aplicado a
la sefial de la Figura 33(b). El ajuste es adecuado en la region de frecuencias entre 1y 3
ppm (incluida la resonancia de la Cr), en cambio muestra algunas diferencias residuales
entre 3 y 4 ppm. Las diferencias mas acusadas alrededor de 3,6 ppm pueden ser
probablemente debidas a la baja amplitud supuesta para la senal de ml, que podran ser
explicado por el hecho de que la contribuciéon de ml a 4,05 ppm parece no existir en el
espectro. Se puede realizar una misma observacion para Asp a 2,8 ppm que con toda
probabilidad ha sido eliminado durante el proceso de correccion de la linea base debido

a su solapamiento con las senales de los acidos grasos.
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Figura 40. Comparacion de la region de interés entre el espectro magnitud pre-procesado experimental
(negro) y simulado (gris).

Los resultados de la clasificacion se recogen en la Tabla 14. Relativo a los métodos
usados de extraccion de caracteristicas diferenciales metabolicas, tanto AQSES como el
espectro global ,en general, proporcionan resultados mejores que el método de
integracion de picos y son comparables entre si. Por otro lado, la metodologia de
clasificacion LS-SVM parece, sin embargo, mejorar la calidad de la clasificacion

cuando se compara con el método estandar lineal LDA.

Tabla 14. Precision en porcentaje en la clasificacion entre pares de tumores del SNC para cada

metodologia usada

Processing Classification | GBM vs GLI GBM vs MET GBM vs MEN  GLI vs MET GLIvs MEN  MET vs MEN
Whole spectrum LS-SVM 89.81 93.10 90.71 092.86 94.53 87.38
Peak integration LDA 85.63 86.79 86.58 84.04 88.53 79.38
Peak integration ~ LS-SVM 88.37 91.66 9148 90.86 88.67 85.75

AQSES LDA 89.67 86.48 87.42 84.75 86.33 88.50
AQSES LS-SVM 91.95 91.86 90.19 92.93 92.40 89.88
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Discusion

Aunque se ha estudiado con profusion la cuestion relativa al diagndstico de tumores del
SNC usando TE corto (< 40 ms) o largo (> 136 ms) (ver referencias 8-12), no se ha
descrito un procedimiento completo (pre-procesado, procesado y clasificacion) para los
datos de HR-MAS. Los métodos propuestos en este apartado, de hecho usados en in
vivo ERM, han sido adaptados a HR-MAS. En general, la metodologia general
propuesta permite una extraccion de caracteristicas diferencial metabdlicas que
permiten una buena-excelente separacion entre los diferentes pares de tumores del SNC,
como se observa en la Tabla 14, en donde se observan porcentajes de precision entre 85
y 95% aproximadamente.

Como se observa en la Tabla 14 se consiguen clasificaciones mas precisas con el
método LS-SVM que con LDA. Similares observaciones se obtuvieron para ERM in
vivo a TE corto (9). Como se ha comentado, en general se obtiene una buena separacion
entre los tumores del SNC considerados, especialmente entre GBM y MET, sugiriendo
que HR-MAS podria ser un interesante método complementario a ERM in vivo y RMI.
En el apartado 6.2.2.3 comprobaremos la posibilidad de traslacién de los datos ex vivo
de HR-MAS a imagen de espectroscopia in vivo.

Ademas de la precisa separacion entre GBM y MET (cercana al 90% en conjunto)
también es destacable la muy buena diferenciacion entre GBM y Gliomas de grado I1 'y
111, lo que permitiria delimitar mejor las diferentes regiones de agresividad dentro de los
tumores gliales y en particular en GBM, como veremos posteriormente. También es
destacable la diferenciacion, con los valores maximos de precision (casi 95%) entre
Gliomas y Meningiomas. Aqui hay que destacar, aunque es una caracteristica general de
HR-MAS, que la tnica informacion que se maneja es el perfil metabdlico
desconociendo de forma completa la localizacion de la lesidon, que en el caso de
meningiomas es de gran ayuda para la RMIL.

Como conclusion general, los perfiles metabdlicos ex vivo obtenidos mediante HR-
MAS pueden proporcionar una informacion adicional interesante al apoyo al
diagnostico en los tumores del SNC asi como para mejorar la informacion
proporcionada por la imagen de espectroscopia ERM. La traslacion de la informacién
detallada metabdlica de HR-MAS podria ser de enorme ayuda para definir mejor la

extension y el tipo de tejido afecto dentro de las masas tumorales del SNC.
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4.3. DESARROLLO DE LA MICROSC’OPiA DE RESONANCIA MAGNETICA
(MRM) COMO SOPORTE AL DIAGNOSTICO DE GLIOMAS CEREBRALES

El estudio mediante MRM (microscopia de resonancia magnética) de biopsias de
glioblastoma humano se realizaron sin apenas alteraciones en las muestras. Con este
objetivo se sumergieron en PBS y manutuvieron a bajas temperaturas durante el
experimento. Usando la secuencia de pulso RARE corta (500 um) y larga (50p m) se
obtuvieron cortes finos de una resoluciéon de 16x16 pm. Las imagenes RARE con un
grosor de 500 um permitieron una rapida localizacion de la muestra asi como la
deteccion de algunas zonas como vasos que pueden observarse a través del tejido con
una resolucion moderada . Las imagenes RARE con 50 p m de grosor (Figura 41b,c)
demuestran un alto grado de detalle en todas las muestras si las comparamos con las
imagenes a 500 um. Esta mejora en la resolucion fue suficiente para mostrar claramente
la microheterogeneidad que posteriormente se aprecid en las preparaciones histologicas
(Fig. 41d). Ademas la mejora en la nitidez permite apreciar detalles microanatomicos en
la estructura de estos tejidos como por ejemplo fibras (fig. 41b,c). Estos cambios
tisulares en las muestras también se observaron en los cortes examinados con
Hematosilina-Eosina tras el experimento en MRM. Las Resonancia de Espectroscopia
(ERM) aportaron el perfil metabdlico correspondiente a cada parte de la muestra tales
como lactato, creatina, colina, glutamina,glutamato, N-acetilaspartato y alanina ademas
de otros que fueron facilmente detectables (Fig. 4le). En las muestras se pueden
distinguir claramente tres tipos de tejidos. En la parte inferior izquierda, las areas grises
de la RMN aparecen como poco telidas en la microscopia Optica (MO) y se
correlacionan con areas de necrosis (Fig. 41e recuadros 5 y 6). En el medio a la derecha
se observa un area blanca y brillante en la RMN que en la MO aparece como tefiida de
forma intensa por H&E que se correlaciona como tejido viable (Fig. 41e , recuadros 3 y
4). Estas dos observaciones son concordantes con lo hallado y explicado en el apartado
4.2.1. relativo a la correlacion entre el tipo de tejido y perfil metabdlico ex vivo
mediante HR-MAS en GBM. En la parte superior de la muestra en la RMN aparece
como una zona negra que visto bajo MO aparece como contenido de hematies
correspondiente a area hemorragica (Fig. 41e, recuadros 1 y 2). La areas hipointensas
(negras) en secuencias ponderadas T2 de RMN son frecuentemente asociadas a la
presencia de deoxyhemoglobina y hemosiderina. La media del Espectro de esta muestra

se aprecia en la base de la Fig le y es el resultado de area de diferentes tejidos y
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compuestos metabolicos. Este Espectro puede compararse con diferentes zonas de la
misma muestra (Fig. 41f). El Espectro global es similar a la media del Espectro que se
muestra en la Fig. 41e, por lo que con esta informacion aislada no podemos conocer si
las diferencias (por ejemplo en las diferentes proporciones de Glutamina y glutamato)
se deben a diferentes perfiles metabolicos en el tejido o a diferentes porcentajes en el

mismo perfil.
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Fig. 41. Resultados de microscopia y espectroscopia de una muestra heterogénea de glioblastoma
(muestra 1). a) Imagen optica de la muestra en el tubo de la RMN (izquierda) y reconstruccion 3D
(derecha). b) ¢) Imagenes RARE (cortes de 50 micras) que muestra los detalles de la heterogenicidad de
la muestra d) Corte teflido de H&E con magnificaciones en la zona de necrosis, alta celularidady detalles
capilares €) A la derecha Espectros en diferentes localizaciones de volumen de la muestra, indicando las
sefales de los principales metabolitos. Los diferentes espectros muestran perfiles metabdlicos propios de
cada region. En la base se recoge el espectro medio del total de la muestra. f) Imagen y espectro de otra
pieza de la misma biopsia (muestra 2). El espectro corresponde al volumen sefialado en sagital (sag), axial
(ax) y coronal (cor).
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En algunas muestras , a pesar de que haya hiperplasia y vasos sinuosos (Fig. 42a,b), los
tejidos fueron homogéneos y el espectro en diferentes areas es similar(Fig. 42c). Sin
embargo, se constatan pequefias diferencias (Fig. 42d). Las sefiales de lactato, alanina,
glutamato, creatina, colina y aminoacidos se pueden identificar en 3 localizaciones
elegibles apreciando ligeras diferencias de intensidades de sefial. En este caso, el
espectro medio de la muestra fue representativo porque la muestra entera estaba

constituida en su mayoria por tejido homogéneo.

Fig. 42. Imagenes y espectros de de una muestra homogénea de glioblastoma en ERMi (muestra 3). Pese
a la homogeneidad de la muestra se aprecian algunos vasos con diferentes tamafios y tortuosidad (a,b) el
espectro muestra a una resaltable similaridad (c). Al aumentar el volumen localizado en las muestras solo
existen pequefias diferencias en el perfil metabolico del espectro (d). a-d Imagenes RARE a 50 micras de
grosor con areas ampliadas (a,b) apreciando vaso de 330 micras de diametro (a) y su tortuosidad (b). D
Tres localizaciones voxel UGnico y superpuesto su espectro (zoom con rango de 3-4 ppm en la parte
superior izquierda)
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Es destacable que incluso en una muestra muy necrotica se puede observar diferentes
areas de contraste y textura (Fig 43a,b). La muestra de este tumor se compone
principalmente de lipidos, como se muestra en los espectros en la Fig. 43c. Los picos en
el espectro de 'H de los carbonos de acidos grasos saturados e insaturados se recogen
en un experimento multivoxel (Fig. 43c) construyendo un mapa de densidad de
distribucion de intensidad de la resonancia de 'H a 5.34 ppm del grupo —CH=CH- ( Fig.
43c, izquierda). Se pueden apreciar diferencias en la proporcion de sefal en cada una de
las localizaciones seleccionadas en relacion a la composicion de lipidos. Esta
heterogeneidad en la estructura y composicion de los lipidos en areas necréticas puede

ser debido a que inicialmente pueden provenir de diferentes tipos de tejidos.

T t!

-CH=CH-CHxCH=CH-CHxrCHxCH2..CH> CH3

AR

5.34 q’

Fig. 43. Imagenes de ERMi y ERM de una muestra necrdtica de Glioblastoma (muestra 4). a),b)
Imagenes RARE a 50 micras de grosor de corte. ¢) Distribucion de los lipidos de acuerdo al registro de
pico a 5.34 ppm (izquierda). Algunas localizaciones del espectro se muestran a la derecha con la
indicacion de los diversos tipos de hidrogeno de la cadena lipidica alfa. Esta pieza de tejido es muy
heterogénea como se puede apreciar en a) y b). El resultado metabdlico del espectro de los lipidos indica
un alto nivel de necrosis, sin embargo los perfiles distan de ser homogéneos en toda la muestra.
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La metodologia HR-MAS como ya hemos descrito y utilizado en el apartado 4.2, es
otra técnica de RMN ampliamente usada para obtener espectros de alta resolucion en
muestras de tejidos (180-185). Descontando la velocidad y resolucién que aporta esta
técnica, la interpretacion bioquimica del espectro de la HR-MAS esta limitada al hecho
de que el espectro es la media de toda la muestra introducida en el rotor. Con el uso de
la ERMi se puede conocer la distribucion espacial de los metabolitos y su porcentaje en
cada localizacion. Ademads en la MRM el tamafio de la muestra puede ser mayor que en
los estudios de HR-MAS Yy sin la distorsion que provoca la velocidad del rotor. Estas
ventajas de la ERMi sobre la HR-MAS se convierten en mayores en casos de tejidos

muy heterogéneos como los Glioblastomas.

La aplicacion de la ERMi y ERM al estudio de metabolismo tumoral in vivo en
animales ha permitido un gran detalle metabdlico (198-204). Estudios realizados sobre
el metabolismo en general en glioblastomas han permitido identificar dos fenotipos de
GBM asi como la intensa glicolisis en sus células tumorales (204-208). En otros
experimentos se ha demostrado el valor de estas técnicas para evidenciar la distribucion
de determinados metabolitos o grupo de metabolitos como lactato, colina, creatina y N-
acetilaspartato (NAA) (209-211). E1 NAA se encuentra en los tejidos normales externos
al tumor, la colina fue mas elevada cerca del area de infiltracién tumoral, bajos niveles
de creatina en la zona central tumoral y el lactato casi exclusivamente en los tumores
(como se ha demostrado ampliamente el apartado 4.2.1) .Los lipidos insaturados se
relacionan con las zonas de apoptosis inducida. por los tratamientos , y los lipidos
saturados en las areas de necrosis (212). En este contexto la ERM se verific6 como
prueba para detectar el pH en el microambiente usando moléculas sonda (209-211)
mostrando pH 4ciso en areas tumorales no viables y pH normal en areas viables. La
ERM también se ha utilizado para conocer el méximo metabolismo de glucosa que
pueden utilizar los ratones tumorales con GBM con ERM in vivo con respecto a
ratones sin tumor provocando en ambos hiperglucemias hasta que la glucosa se acumule
en el espacio extracelular (201). También se ha demostrado alteracion en el pH
extracelular en gliomas tras infusion de glucosa, Estos experimentos se han realizado
con tiempos eco cortos con el fin de conseguir la maxima informacién metabolica.

Desde que se reducen los efectos del T2 mas moléculas son detectables. Los estudios
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multivoxel con rangos de 0.75 a 5 pL  permiten el estudio tridemensional de las

muestras .

Cuando los efectos T2 se minimizan, se pueden detectar mas moléculas y se mejora la
identificacion de sistemas de espin acoplados (190,191) . En algunos de esos estudios,
se han realizados experimentos de volumen tnico ( volimenes de 27-125 ml) para asi
obtener el perfil metabdlico del tumor y de la regiéon contralateral ( 201,202,205),
mientras que en otros estudios las secuencias multivoxel han proporcionado una
distribucion espacial detallada de los metabolitos (203,204,207) con volimenes entre

0,75y 5 ml por voxel.

En esta parte de la tesis hemos realizado el andlisis de la vascularizacion de biopsias de
GBM humano obteniendo un modelo 3D de la distribucion de los vasos en la muestra
(Fig. 44). Ademas este estudio permite las secciones virtuales en cualquier orientacion
deseada con el fin de medir el diametro de los vasos y sus aferencias (Fig 44c,d). La
resolucion espacial en este estudio esta fuera del alcance de la aplicacion clinica de la
MRM.La resolucion espacial conseguida en esta parte de la Tesis es muy superior a la
que se puede obtener en equipos clinicos de RMI. Las imdgenes de 500 micras de
espesor también han mostrado diferencias en contraste dentro de las muestras y algunos
detalles que, aunque puedan ser mejor interpretadas usando secciones a mayor
resolucion, ellas mismas pueden proporcionar un paso intermedio entre la MRM de alta
resolucion y la MO (microscopia optica) y los estudios in vivo de RMI. Respecto a la
ERM, los pequefios volimenes medidos en experimentos de multivoxel (0,031
microlitros) y volumen tnico (1 microlitro) han proporcionado informacion
espacialmente localizada de los metabolitos y lipidos presentes en los GBM. Las
biopsias de GBM estudiadas mostraron importantes diferencias a nivel histologico,
tanto en contenido metabdlico, contraste de imagen y vascularizacion. La resolucion
alcanzada en los pixels de las imdgenes de MRM han permitido observar pequefios
vasos sanguineos, regiones con diversas texturas de tejido, y 4reas con diferente

contraste natural en concordancia con el posterior estudio histologico.
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1800 um
2530 &‘ 670 pm

Fig. 44. Analisis microanatdmico de biopsias con ERMi (muestra 5). a) Imagen optica de una seccion
histologica tefiida con H&E. b) Comparacion con la imagen de ERMi. Las distancias y diametros de
diferentes vasos se han medido tanto en MO como ERMi siendo similares los resultados. ¢) y d)
Imagenes de diferentes secciones de ERMi) con detalles de tamafio y aferencias de vasos. €) Imagen de
reconstruccion completa de una muestra desde cortes de ERMi. f) Modelo 3D de la distribucion de los
vasos dentro d ela muestra ( las zonas coloreadas muestras los puntos de referencia)

149



150



S . CONCLUSIONES

1.- Se ha comprobado la aplicabilidad del protocolo de ERM disefiado (ERMI
combinado con Volumen Unico a TE corto y largo) para la obtencion del perfil
metabolico de la zona de méxima celularidad en los tumores del SNC. Lo que ha
permitido una diferenciacion adecuada entre diferentes tipos de lesiones del SNC y de

los grados II, IIl y IV en tumores gliales.

2.- A partir de la mejor localizacién del volumen Unico en la region de maxima
celularidad, se han encontrado los cocientes de metabolitos cuyo andlisis combinado
permiten la separacion entre grado II, II y IV en tumores gliales, concretamente:

MMA/Cr; MMB/Cr, mlI/H,0, Co/Cr, Ct/H,O y MMA/H,O0.

3.- Los valores promedio de los cocientes Cr/H,O y ml/H,O disminuyen
progresivamente desde grado II a IV, mientras que el MMA/H,O aumenta desde grado

ITalV.

4.- La participacion activa dentro del proyecto europeo eTUMOUR ha permitido
colaborar en el desarrollo y evaluacion de un programa informatico de apoyo al

diagnostico clinico (CADS) de tumores del SNC.

5.- El programa CADS permite: 1) la transformacion automadtica de los espectros de
volumen tnico; ii) control de la calidad de los espectros in vivo de volumen Unico; iii)
analisis comparativo cualitativo entre espectros de diversos tipos de lesiones del SNC;

iv) clasificacion automatica de tumores del SNC, en particular el nivel de agresividad.

6.- En la evaluacion clinica de CADS se han utilizado 79 casos con diferentes tipos de
lesiones del SNC. Los resultados mas significativos permiten destacar, que de manera
automatica y objetiva usando exclusivamente perfiles metabolicos las curvas ROC: 1)
para tumores gliales de bajo grado es superior para el andlisis mediante CADS
(sensibilidad = 0,96) que para RMI (sensibilidad = 0,76); ii) para tumores gliales de alto
grado son similares para CADS (sensibilidad = 0,79) que para RMI (sensibilidad =
0,78).
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7.- La inclusion de la ERMI en el protocolo de ERM propuesto, ademas de una mejor
localizacion de la region mas activa del tumor, permite disponer de la comparacion del
perfil metabdlico entre: 1) parénquima no afecto y lesion, lo que puede servir de control
interno para cada paciente; ii) diferentes regiones dentro de la lesion y diferenciar entre

necrosis, edema, y grados; iii) zonas peritumorales con infiltracion.

8.- Se ha desarrollado un sistema de imagen nosoldgica, a partir de los perfiles
metabolicos de diferentes regiones tumorales y no afectas mediante ERMI, que permite,
de forma automadtica, la localizacion de voxeles con tejido infiltrado, mediante la
comparacion de los valores de Co/Cr vs Co/NAA, en la zona peritumoral. Entre sus
posibles usos clinico se ha demostrado su potencial utilizacion para la diferenciacion

entre GBM.

9.- Se ha encontrado una muy buena correlacion entre los perfiles metabdlicos ex vivo
obtenido mediante HRMAS y los tipos de tejido, con una nitida separacion entre

necrosis, elevada celularidad y tejido periférico tumoral.

10.- Las variaciones en la concentracion de los metabolitos, en particular Colina, N-
acetilaspartato y lipidos/macromoléculas, permiten extraer modelos de metabolitos

representativos para cada clase de tejido.

11.- Por consiguiente, la técnica de HR-MAS ex vivo puede proporcionar informacion
metabolica relevante en la investigacion del tejido canceroso. Asimismo, el adecuado
acuerdo entre las caracteristicas metabolicas ex vivo, obtenidas a partir de la
clasificacion y los resultados histopatologicos, puede proporcionar informacion
adicional interesante para una mejor interpretacion de los espectros in vivo, asi como
para incrementar su importancia en los métodos no invasivos en la clasificacion de

tumores cerebrales.
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12.- Los diferentes perfiles metabodlicos ex vivo obtenidos mediante HR-MAS han
permitido una muy buena diferenciacion, usando diferentes métodos de analisis de
espectros y estadisticos, entre distintos tipos de lesiones del SNC, en particular, cabe
destacar, con valores superiores al 90%, a la aplicacion combinada del programa de

analisis de espectros AQSES y el andlisis estadistico LS-SVM.

13.- La diferenciacion entre tumores gliales y meningiomas es superior al 95% usando
unica y exclusivamente los perfiles metabdlicos ex vivo mediante HR-MAS sin ninguna

informacion clinica adicional, como entre otras la localizacion de la lesion.

14.- Se ha demostrado la posibilidad y capacidad para realizar estudios anatomicos y
metabolicos mediante Microscopia de Resonancia Magnética (MRM) en biopsias no

tratadas de tejido tumoral del SNC sumergidas en PBS y sin fijacion alguna.

15.- Mediante las imagenes de alta resolucion en las biopsias estudiadas se han podido
obtener informacion metabodlica localizada, (volumen espectro de 0,031 uL), con

elevada resolucion espacial (18x18x50 wm), a nivel microscopico.

16.- Los datos multimodales obtenidos mediante las tres técnicas Microscopia de RM,
Espectroscopia de RM y Microscopia Optica (MRM, ERM y MO) ofrecen informacion
complementaria y concurrente sobre las caracteristicas de los tejidos para el estudio de

tumores humanos del SNC.

17.- La realizaciéon del estudio de MRM en tejido humano permite una comparacion
mas directa con los estudios habituales en modelos animales, también estudiados in vivo
y ex vivo a alta campo magnético. Ademds puede ayudar a la transferencia de
conocimientos desde MRM y ERM a alta resolucion a RMI y ERM en la practica

clinica.
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