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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

1.1.1 Historia

El fendmeno de la resonancia magnética nuclear fue descrito por Isidor Rabi en sustancias
gaseosas en 1938 (1). Ocho afios después, en 1946, dos grupos cientificos liderados por los
fisicos Edward Mills Purcell (Harvard) y Félix Bloch (Standford) aplicaron la técnica descrita por
Rabi al estudio de liquidos y soélidos, por lo que compartieron el Premio Nobel de fisica en
1952. Durante las décadas de los afios 50 y 60, la RMN fue utilizada para evaluar un amplio

conjunto de sustancias y tejidos (2).

En 1970, Raymond Damadian (médico investigador en la Universidad Estatal de Nueva
York) investigé las diferencias existentes entre tumores y tejido normal detectables por RMN,
basandose en los tiempos de relajacion transversal y longitudinal del agua de cada tejido (ver
apartado 1.1.2 de la introduccién). Su descubrimiento fue publicado en Science en 1971 (3) y
supuso el primer paso en la aplicacion de la RMN para la deteccién y diagnéstico de tumores.
Por otra parte, Paul Lauterbur, un fisico coetaneo de Damadian, implementd la técnica de RMN
utilizando diferentes gradientes magnéticos en las tres direcciones del espacio para poder
aplicar campos magnéticos de diferente intensidad a los distintos puntos espaciales de un
objeto en estudio (4). Esto posibilitaba el registro de sefiales de diferente radiofrecuencia
procedentes de cada punto espacial, generando una imagen en escala de grises que contenia
la informacién de cada punto espacial registrado, lo que dio nacimiento a la técnica de Imagen
por Resonancia Magnetica (IRM). En 1975 Richard Ernst introdujo la adquisicion mediante
codificacion en fases y en frecuencias, reduciendo significativamente los tiempos de
adquisicion y, para procesar los datos obtenidos por imagen de resonancia (IRM), aplicé por
primera vez los conceptos de la transformada de Fourier, que se utilizaban tradicionalmente

para la evaluacién de espectros de RMN (5). Peter Mansfield utilizé los gradientes descritos por
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http://es.wikipedia.org/wiki/1938
http://es.wikipedia.org/wiki/1946
http://es.wikipedia.org/wiki/Edward_Mills_Purcell
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=F%C3%A9lix_Bloch&action=edit&redlink=1
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Lauterbur y contribuyé al desarrollo de las secuencias EPI (Echo Planar Imaging) permitiendo
gue las imagenes de RM pudieran ser obtenidas en menos de un segundo. Con motivo de sus
descubrimientos ambos, Lauterbur y Mansfield, compartieron el Premio Nobel de fisiologia y

medicina en el afio 2003.

En resumen, el desarrollo de la técnica de RMN ha sido paralelo al desarrollo de la
tecnologia electromagnética y actualmente se utiliza como método no invasivo y no destructivo

de obtencion de imagenes clinicas y de estudio del metabolismo in vivo (6).

1.1.2 Fundamentos fisicos y conceptos basicos

La RMN se basa en la propiedad de espin que tienen determinados nucleos atémicos: El
protén (*H) es, exceptuando el tritio (*H), el mas sensible de los nucleos detectables por RMN,
ya que produce un elevado cociente sefial/ruido dadas sus caracteristicas magnéticas y su
abundancia natural. Por otro lado, un nicleo muy utilizado para estudios metabdlicos es el 8p,
presente en el ATP, fosfocreatina y fosfato inorganico (elementos clave de la energética
tisular), entre otras sustancias fosforiladas. Asimismo, el *3C tiene una abundancia natural del
1,1%, por lo que la sensibilidad de los estudios que involucran a éste isétopo es muy baja y
normalmente se enriquece la muestra artificialmente en *C o se estudian protones acoplados
con dicho nucleo. Otro nlcleo que suele estudiarse por RMN biomédica es el *°F, que no esta
presente in vivo de manera natural y se utiliza para estudios de compuestos exdgenos y su

farmacocinética.

Dichos nlcleos tienen un numero de espin distinto de cero, el cual les confiere un
determinado momento magnético, que les permite adoptar diferentes orientaciones, dos en el
caso de nudcleos con espin ¥z como los anteriores, al verse sometidos a un campo magnético

Bo:
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— —

u=y=*pP eq.1.1

_)
Donde £/ es el momento magnético de un nucleo, y es la constante giromagnética (propiedad

%
intrinseca de este tipo de nicleo) y P el momento nuclear angular, que depende del valor del

espin.

El estado de menor energia es el correspondiente a la orientacién del momento magnético

ﬁ
/L en el mismo sentido que By, por lo que en un sistema en equilibrio habra un ligero exceso

—>
de nucleos con (¢ orientados de dicha manera. Cuanto mayor es la intensidad de Bo, mas

aumenta la separacion energética entre las diferentes orientaciones y mayor sera el numero de
nacleos en el estado de menor energia, en el mismo sentido que B, (Figura 1.1). La diferencia
poblacional entre estos estados energéticos (A E) crea una magnetizacion global neta

macroscoépica (My) paralela a la direccidon del campo magnético By y se define como:
AE:h'y'B():h'(lJO equ

Donde h es la constante de Plank y wqla velocidad angular correspondiente a la frecuencia de

precesion de Larmor.



Introduccion

FIGURA 1.1: En la parte superior se observa una poblacion de espines con distintas orientaciones
espaciales (A) que, tras verse sometidos a un campo magnético By, se orientan en dos direcciones
diferentes con distinto nivel energético (B), debido a sus momentos magnéticos. En el estado de
equilibrio, habra mas espines orientados en el mismo sentido que By. En la parte inferior se muestra el
caso del 'H, que puede ocupar dos niveles energéticos diferentes (estados de espin, mg) tras

experimentar un campo magnético distinto de cero.

A parte de los aspectos de diferencia poblacional de la RMN, hay que tener en cuenta que la
presencia de un B, ademas de orientar el momento magnético de los nucleos presentes en una
muestra determinada, les obliga a girar alrededor del eje de Bo en un movimiento conocido
como precesién de Larmor. La frecuencia de dicho movimiento (vp) 0 su velocidad angular (w),
vienen determinadas por la constante giromagnética (y) que es caracteristica de cada nucleo y

por la intensidad del campo magnético aplicado By, wg viene dada por :
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Si se aplica una radiacion electromagnética a la frecuencia de Larmor (RF) sobre un sistema
en presencia de un campo magnético, la magnetizacion global neta (My) se desplaza un cierto
angulo respecto al estado inicial (transito espectroscopico), adoptando una orientacion que ya
no es paralela a By, y seguidamente comienza a precesar entorno a By lo que la hace
detectable. Eso es debido a que la RF aplicada generara un campo magnético secundario (B4)
que actua sobre el sistema. La aplicacion de B, durante un periodo de tiempo corto es lo que
se denomina “pulso de excitacion” (ver Figura 1.2). Cuando la RF cesa, la magnetizacion
vuelve a recuperar su orientacion inicial desprendiendo la energia absorbida durante la

transicion mediante los procesos de relajacion descritos mas adelante en esta seccion.

El transito espectroscopico se produce cuando la frecuencia de la radiacion aplicada es igual

a la frecuencia del movimiento de precesién del nucleo en estudio (Figura 1.1).

Para simplificar el sistema de estudio de este fendmeno, se introduce un sistema de
coordenadas donde queden reflejadas las orientaciones y componentes de la magnetizaciéon

global tanto en equilibrio como al introducir una perturbacion en el sistema (Figura 1.2).

Perturbacion

ke Equilibria Na Equilibria

FIGURA 1.2: Representacion de la perturbacion de la magnetizacion macroscépica de una muestra por

parte de un campo magnético externo aplicado adicional (B,) perpendicular a By. En la parte izquierda de
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la figura se representa el sistema en equilibrio sometido a un campo magnético con la magnetizacién
global (Mo) en la direccion y sentido de By. A la derecha se observa el efecto de aplicar una radiacion
electromagnética sobre el sistema en equilibrio: la magnetizacién global se desplaza un cierto angulo 6
respecto al estado inicial (transito espectroscépico), adquiriendo componentes longitudinal (M;) y
transversal (M,y). 4 es el momento magnético que se aparta de By al mismo tiempo que mantiene su

precesion.

El componente transversal de la magnetizacion de la muestra (M,y) gira en torno a By a la
frecuencia de Larmor e induce una pequefia corriente alterna en una bobina de deteccion que
rodea la muestra. Asi, la sefial detectada se obtiene en forma de sinusoide atenuada (free
induction decay, FID) y debe ser procesada matematicamente mediante la Transformacién de
Fourier (TF), que descompone la FID en todas las componentes frecuenciales diferentes que
la conforman, representandolas en el dominio de las frecuencias en vez de en el del tiempo.
Asi se obtiene un espectro de RMN (Figura 1.3). Los estudios de RMN detectan una sefial

proporcional a la magnetizacion inicial de la muestra.

FID Espectro
l TF W 3
il 14
Intensidad JI Iis ! I'I* I, I” | 1. | " :> Intensidad
Kiddd
0 o625 o8 O™ 0 13 "k : 1 1
tiempo (£) Frecuendtia [pgm)

FIGURA 1.3: Esquema de la transformacion de la FID (dominio del tiempo) registrada en un experimento

de RMN, en un espectro (dominio de la frecuencia), tras la aplicacion de la transformada de Fourier.
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Tiempos de relajacion longitudinal y transversal

La sefial detectable de RMN decrece conforme el sistema va recuperando su estado de
equilibrio mediante procesos de relajacion. La relajacion transversal es el proceso que describe
la pérdida de coherencia de fase de la componente transversal (M,,) de la magnetizacion M.
La constante que indica el tiempo que tarda el sistema en perder el 63,2% de la magnetizacién
transversal es el T, (tiempo de relajacion transversal) y es caracteristico de cada sistema de
spin. Este proceso de pérdida de sefal es ocasionado principalmente por las interacciones
entre espines vecinos (relajacion espin-espin). Las inhomogeneidades en el campo magnético
B, también contribuyen a la perdida de magnetizacion transversal; la constante que engloba las

interacciones entre espines y la contribucion de la falta de homogeneidad en B, es el T,

El proceso de relajacién longitudinal hace referencia al aumento paulatino de la
magnetizacion longitudinal, debido al intercambio energético entre los espines nucleares y el
entorno molecular. EI T, es la constante que mide el tiempo que tarda el sistema en recuperar
el 63,2% del la magnetizacién longitudinal tras la aplicacién de un pulso de 90° o el 26,4% de

ese valor tras la aplicacion de un pulso de 180°.

Ambos procesos de relajacion se dan de manera simultanea aunque por mecanismos

distintos, siendo siempre T,< T;.

1.1.3 Aplicaciones biomédicas de la RMN

1.1.3.1 Imagen de resonancia magnética (IRM)

La IRM se basa en los principios de la RMN para obtener sefiales de resonancia localizadas
espacialmente mediante el uso de gradientes para formar una imagen. El Hidrégeno es el
nudcleo mas utilizado por su abundancia en el cuerpo humano y el gran momento magnético

que posee. Las imagenes se obtienen a partir de la sefial de los 'H presentes en el tejido,
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dependiendo de su concentracion y movilidad. La mayoria de la sefial procede del agua y en
una proporciéon mucho menor de la grasa corporal. El resto de metabolitos con *H visibles por
RMN no contribuyen significativamente a la obtencion de las imagenes debido a que se
encuentran en una proporcion mucho menor a la de la grasa y el agua. El contraste obtenido
en las imagenes de IRM se consigue fundamentalmente gracias a las diferencias en densidad
protonica (de hidrégenos) entre los tejidos de la muestra en estudio, asi como a sus tiempos
caracteristicos de T, y T,. En general se definen tres tipos de imagenes segun el parametro en
el que se basa la generacion de contraste durante su adquisicion: ponderadas, en T, en T, 0

en densidad protonica.

En resumen, para la adquisicién de imagenes por IRM, la muestra, o el paciente en estudios
clinicos, son estudiados en presencia de un elevado campo magnético que permite la
orientacion preferencial de los momentos magnéticos de los hidrégenos de sus moléculas de
agua en la direccion del campo By. Se aplican gradientes en tres direcciones ortogonales en el
espacio durante breves periodos de tiempo durante la adquisicion de las secuencias, para
determinar el volumen y la regién de la muestra que se debe excitar y codificar para obtener la
imagen correspondiente. El primer gradiente se denomina gradiente de seleccion de corte
(slice-selection), que determina la orientacion del plano en el que se desea obtener la imagen
bidimensional. Las dos dimensiones de este plano son codificadas en frecuencias y fases. La
codificacion en frecuencia se lleva a cabo mediante la aplicacion de un gradiente de lectura
(readout gradient) durante la adquisicion de la sefial de RMN. Entre los gradientes de seleccion
de corte y de lectura se aplica un tercer gradiente para la codificacion en fase (phase
encoding). Como resultado de la aplicacion de los tres gradientes se obtiene una matriz de
datos en la que cada punto tiene una frecuencia y una fase Unicas. La imagen obtenida
consiste en un conjunto de elementos digitales de imagen (pixels) que representan elementos

de volumen del tejido original (voxels) (Figura 1.4).
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FIGURA 1.4: Diagrama de una de las estrategias de seleccion de un voxel de excitacién determinado

dentro del tejido explorado por RMN, mediante el uso de tres gradientes ortogonales en el espacio.

Existe una gran variedad de secuencias de pulsos para IRM que combinan de diferentes
maneras los pulsos de RF, variando el tiempo de reciclaje (TR) (tiempo transcurrido entre
pulsos de excitacion de RF) y el tiempo de eco (TE) (tiempo transcurrido desde la aplicacion del
pulso de excitacion hasta la obtencion de la sefial de RMN (FID). De esta manera se obtiene
contraste (diferencia de intensidad en la imagen entre dos regiones contiguas) y se puede
seleccionar el pardmetro en el que se va a ponderar la imagen obtenida, por ejemplo una
imagen ponderada en T, que es mas sensible a los detalles anatbmicos estandar, o ponderada
en T,, que es mas sensible al contenido de agua y a la presencia de patologia (7). En general,
para que una imagen esté ponderada en T, se utilizan TR y TE cortos en su adquisicion y por
el contrario, para que esté ponderada en T, se emplean TR y TE largos. En el caso de la

densidad proténica, se aplican TR largos y TE cortos (Figura 1.5).
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FIGURA 1.5: Las imagenes Ay B, obtenidas a 1,5 T, muestran un corte en el plano axial del encéfalo de
un paciente afectado por una metastasis en el lI6bulo frontal derecho. La imagen ponderada en T4 (A)
muestra un contraste intenso (mas blanco) en la lesion, relativamente heterogéneo, mientras que la
imagen ponderada en T, (B) muestra edema (blanco) y efecto de masa en el tejido circundante (8). La
figura C muestra un corte en el plano axial a un nivel inferior que A y B de un encéfalo normal ponderado

en densidad protdnica (9).

Imagenes ponderadas en T4

Se basan en los distintos tiempos de relajacion longitudinal segun el tipo y region del tejido
estudiado y aprovechan para ello el tiempo que tardan los nucleos en alcanzar de nuevo el
estado de equilibrio poblacional tras la aplicacién de un pulso de RF (Figura 1.6). Los nucleos
con T4 cortos cederan a su entorno molecular la energia recibida en la excitacién por RF mas
rapidamente que los nucleos con T4 largo, y eso dependiendo de su tipo y movilidad relativa
dentro de la muestra. Por ejemplo, los nucleos del agua libre tienen un T4 relativamente largo
debido a que su elevada movilidad se encuentra en el rango que dificulta la relajacién cruzada
longitudinal. En cambio, los nucleos de agua asociados a macromoléculas tienen una movilidad
restringida, lo que facilita normalmente la relajacién cruzada longitudinal, produciendo un
acortamiento del T, efectivo. En muchas patologias aumenta el agua intersticial libre
produciendo un aumento del T4. En una imagen estandar ponderada en Ty, la intensidad de
sefal es inversamente proporcional al valor de T4 de cada molécula, porque para adquirirla se

10
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emplean tiempos muy cortos después de la aplicacién de la RF de excitacidon y las sustancias
con T, corto estan llegando ya al maximo de recuperacion de la magnetizacion longitudinal,
mientras que las de T largo sélo han recuperado una pequefia parte. Hay que destacar que las
secuencias utilizadas para medir T1 son las de pulso adquisicion con un angulo de 90°, en las
qgue la magnetizacion se mide a diferentes TR y las de inversion-recuperacion (IR), que constan
de un pulso de 180° seguido (tras un cierto tiempo denominado tiempo de inversion) de otro
pulso de 90°, el cual vuelca la magnetizacion restante en el plano transversal para asi poder

detectarla. En estas ultimas la magnetizacién se mide tras diferentes tiempos de inversién.

M, Relajacién longitud

MD P T S R T P A

0.632M,

0.264M,

M{r}=MD('E—e':'”m} a) Recuperacion tras puls
M(t)=My(1-2¢""1")  b) Recuperacién tras puls:

FIGURA 1.6: Grafico que representa la recuperacion de la magnetizacion longitudinal de una sustancia a
lo largo del tiempo. ElI T4 se ve representado como el punto temporal en el cual se ha recuperado el
63,2% de la magnetizacion. Debajo del grafico se muestra la formula para calcular el T4 tras la aplicacion
de un pulso de 90° (a) o de 180° (b), siendo M(z) la magnetizacién longitudinal a un tiempo t tras la

aplicacion de la RF de excitacion y Mg la magnetizacién inicial antes de aplicar el pulso.

11
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Imagenes ponderadas en T,

Se basan en los distintos tiempos de relajacién transversal segun el tipo y region del tejido
estudiado (Figura 1.7). Dichos tiempos dependen de la presencia de heterogeneidades a nivel
molecular y macroscépico en el entorno de los nucleos de la muestra excitada por la RF y de
su efecto en la frecuencia de precesion efectiva de dichos nucleos. En el caso del agua libre,
debido a la elevada movilidad de sus moléculas, el promedio de las variaciones magnéticas
locales es practicamente nulo, por lo que hay una gran coherencia en la frecuencia de
precesion de los nucleos y el T, es en consecuencia relativamente largo. Sin embargo, en
estructuras que mantienen el agua ligada, los nucleos del agua perciben ligerisimas diferencias
de campo magnético en funcion de las moléculas circundantes, lo cual implica una gran
incoherencia en su frecuencia de precesion y un acortamiento del T,. En las imagenes

ponderadas en T, la intensidad de la sefal es directamente proporcional al valor de T,

1.04

M ()= M et =)

AY

XY max
0.af

FIGURA 1.7: Grafico que representa la pérdida de magnetizacién transversal en funcién del tiempo. EI T,
se representa como el punto temporal en el que sélo se detecta el 37% de la magnetizacion y sobre la

grafica se muestra la férmula para calcularlo (10).

Algunas de las secuencias clasicas de pulsos que se utilizan en IRM son las siguientes:

12
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e SPIN-ECHO (SE): Consiste en un pulso de 90° seguido de otro de 180°, dejando
transcurrir un tiempo TE/2 después de cada uno de ellos. La sefial (FID) se registra una
vez transcurrido el TE/2 después del pulso de 180°. El proceso completo se repite una
vez transcurrido el TR establecido. La ventaja de esta secuencia es que permite
recuperar la magnetizacion transversal perdida por efectos de T,* durante el TE. Una
posible modificacion de esta secuencia consiste en obtener varios ecos dentro del
mismo TR (ej. secuencia RARE) afadiendo mas pulsos de 180°, teniendo en cuenta

que la sefial en cada eco a TE creciente es cada vez mas pequeia.

e GRADIENT-ECHO (GRE): Constan de un pulso inicial de menor amplitud que el pulso
de 90° (a® < 90°) y un gradiente bipolar. El gradiente bipolar consiste en aplicar un
gradiente de desfase que potencie el desfase natural de los espines y a continuacién un
gradiente de refase. El efecto global sobre la fase de los espines es nulo pero permite
volver a tener todos los nicleos en fase y es entonces cuando se registra el eco de la
sefal. Permiten recoger sefiales a TE muy cortos y ademas aplicar TR muy cortos,
porque el angulo en el que se aplica la RF es pequefo y la magnetizacion puede volver
antes a su posicién de equilibrio. Por ello los tiempos de adquisicion son mucho
menores que en las secuencias SE. Ademas son mas sensibles que las SE a los
cambios en la susceptibilidad magnética, por lo que se usan en estudios del sistema
musculo-esquelético para contrastar adecuadamente el hueso trabecular (hipointenso) y
el cartilago. La presencia de trabéculas genera variaciones locales del campo
magnético que se traducen en pérdida de sefial en las secuencias GRE. Si las
trabéculas se rompen o desaparecen en una zona la sefial aparece hiperintensa

respecto al resto de tejido trabecular.

Estos tipos de secuencia han sido modificados, gracias al desarrollo de la tecnologia

aplicada a la RMN, para disefiar secuencias rapidas que optimicen la obtencion de imagenes

13
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de buena resolucién en tiempos totales de segundos, como por ejemplo las secuencias fast
spin echo (FSE) o fast gradient echo (FGRE).

Una manera de optimizar las imagenes obtenidas por IRM es la aplicacion de agentes de
contraste (ver también apartado 1.2.2 de la Introduccion), que pueden considerarse como
trazadores magnéticos que proyectan la RM mas alla de sus posibilidades morfolégicas, siendo
capaces de valorar una respuesta dindmica incorporando una dimensién temporal en la
caracterizacion tisular (Figura 1.8). Lo que caracteriza a estas sustancias es la presencia de un
ion metalico con propiedades magnéticas, el cual constituye el agente activo que se une a una
sustancia quelante para reducir su toxicidad y facilitar su transporte. Dichos agentes afectan a
la relajatividad del agua de los tejidos, en contacto con dichos agentes, generalmente
disminuyendo el T, y el T,, para potenciar la imagen con contrastes positivos (T,;) 0 negativos
(T,) en aquellas regiones donde ha penetrado el agente. El alcance de su accién dependera de
la estructura bioquimica del agente, de la movilidad del agua (sustancia que interacciona en
mayor medida con los agentes) y de la compartimentalizacién del tejido. En general pude
decirse que existen agentes de contraste paramagnéticos (por ejemplo el gadolinio) y
superparamagnéticos (como los 6xidos de hierro). En este trabajo el agente de contraste
utilizado es el Magnevist®, aprobado para uso clinico y con gran capacidad para disminuir el T,
del agua del tejido. Es un compuesto idnico paramagnético (estda compuesto por gadopentato
Dimeglumine (Gd-DTPA)) con estructura de quelato lineal y se distribuye inicialmente por el
espacio intravascular, difundiendo posteriormente al espacio intersticial. Actualmente existen
numerosos agentes de contraste que utilizan el Gd como base de su composicion y que se
combinan con otras estructuras para alcanzar determinadas dianas en el tejido e incluso actuar

como carriers de algunas sustancias terapéuticas, como en el caso de las nanoparticulas (11).
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FIGURA 1.8: Imagenes de IRM SE ponderadas en T1 en plano axial de un tumor cerebral, antes (A) y

después (B) de la administracion de un agente de contraste basado en Gadolinio (10).

En resumen puede decirse que la IRM es una técnica de diagndstico y seguimiento muy util
porque permite obtener imagenes en cualquier direccién del espacio, es muy sensible a los
cambios patoldgicos, logra una gran discriminacion de los tejidos blandos, es faciimente
dimensionable (el campo de vision (FOV) puede variar de tamafo segun la zona en estudio y el
centro de imagen puede desplazarse a casi cualquier punto del campo magnético siempre que
tenga suficiente homogeneidad), permite el uso de agentes de contraste y puede aplicarse a un
amplio rango de estructuras y tejidos (12). Actualmente existen numerosas técnicas especiales
en IRM como son la difusion, la perfusion, la angiografia, la imagen funcional... disefiadas para

el diagnostico y seguimiento de patologias concretas.

1.1.3.2 Espectroscopia de resonancia magnética (ERM)

La ERM es una técnica que permite medir de manera no invasiva la concentracién de
metabolitos presentes en una muestra o tejido. Ademas aporta informacion referente al
metabolismo tisular, por lo que puede aplicarse al estudio de diversas enfermedades, como por
ejemplo tumores cerebrales, para determinar el tipo y grado de la lesion, asi como para

detectar respuesta a terapia a nivel molecular (13).
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Los parametros esenciales para interpretar la informacién contenida en un espectro son:

e Eldesplazamiento quimico:
Los ndcleos presentes en la muestra analizada forman parte de estructuras atémicas y
moleculares, por lo que se encuentran rodeados de electrones que también estan
sometidos al campo magnético externo B,. Los electrones responden a B, induciendo
diminutos campos magnéticos alrededor del nucleo, contrarrestando o “apantallando” el
efecto global de B, Por tanto, el campo neto experimentado por un ndcleo determinado
depende de la densidad electronica de sus inmediaciones. Asi, en una muestra
concreta, los nucleos de la misma especie responderan de manera diferente en funcion
de la posicion que ocupen en la estructura molecular, originando tantas frecuencias de
resonancia como entornos quimicos diferentes ocupen en la muestra. Los nucleos
menos apantallados tienen una frecuencia de resonancia mayor y sus sefiales aparecen
a la izquierda del espectro, y los mas apantallados tienen una frecuencia de resonancia
menor y aparecen a la derecha. Se dice entonces que el desplazamiento quimico (&) de
un ndcleo es la posicibn que ocupa en el espectro, debido a su frecuencia de
resonancia caracteristica (Figura 1.9). Para hacer comparables los desplazamientos del
mismo tipo de nucleos a distintos campos magnéticos se definen las posiciones de las
distintas resonancias mediante una escala relativa de valores respecto a un valor de

referencia, expresado en partes por millon (ppm):

§ =2==R % 106 eq. 1.4

UR

Donde v, es la frecuencia de resonancia (Hz) de un nudcleo a un campo magnético
concreto (By) y vy es la frecuencia de la referencia.

Las referencias mas utilizadas en experimentos in vitro para 'H-ERM son el
tetrametilsilano (TMS) o el 3-trimetilsilil[2,2,3,3-?H]propionato sédico (TSP), y se les
asigna el valor de 0 ppm. Se ha observado que utilizando estos compuestos como
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referencia, el grupo metilo de la creatina/fosfocreatina aparece a 3,03 ppm y el del NAA
a 2,01 ppm, por lo que estos dos valores se utilizan como referencia en los estudios in

vivo, en los que no pueden afadirse TMS o TSP.
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RCH=CHR ool — RCwcH
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FIGURA 1.9: En esta figura se muestra la posicién que ocupan los protones en el espectro de una
muestra segun su entorno quimico, dentro del rango de 0 a 12 ppm. Por ejemplo, entre 9y 10 ppm
se encuentran los de los grupos aldehido; los picos en la region entre 6 y 8 ppm indican protones que
pertenecen a grupos aromaticos; las resonancias entre 5 y 6,5 ppm pertenecen a los alquenos; entre
3,5y 4,5 ppm se encuentran los grupos éster y entre 3 y 4 ppm los éter. Los protones unidos a
nitrdgeno y oxigeno pueden tener un desplazamiento quimico diferente dependiendo del pH, la

temperatura, el solvente de la muestra y la concentracion.
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La intensidad y la anchura de la sefial:

Entendemos por intensidad el area de la sefial, que esta relacionada directamente con
la concentracion de nucleos que la originan. La anchura a media altura nos da una idea
de las condiciones instrumentales de adquisicion del espectro, siendo de mejor calidad
cuanto mas estrechas sean las sefiales. Este Ultimo parametro se pude optimizar
experimentalmente, pero se ve también influenciado por factores como la temperatura,
el campo magnético y la relajacién transversal, que provocan que distintas sefiales
procedentes de la misma muestra puedan tener anchuras de banda distintas. En el caso
de experimentos en los que la anchura de la sefial puede considerarse constante,
cambios en la altura de las sefales pueden considerarse proporcionales a cambios de

intensidad y, por tanto, de concentracion.

Relacion sefal/ruido:

La sefial detectada por RMN tiene muy poca intensidad en relacién al ruido térmico y
eléctrico generado durante la adquisicion. Una manera de elevar el cociente sefial/ruido
es sumar diferentes registros de una misma muestra, de manera que las sefales
presentes iran aumentando de manera proporcional al nimero de registros, mientras
gue el ruido por ser de naturaleza aleatoria no se adicionara de manera coherente y su
contribucién no aumentara tanto como la de las sefiales de interés. Teniendo en cuenta
gue la intensidad del ruido aumenta proporcionalmente a la raiz cuadrada del nimero
de registros, vemos que el cociente sefial/ruido (S/N) mejorar4 con el nimero (n) de

registros segun:

< vn eq. 1.5

=z
154
5=

Por lo tanto, para aumentar 10 veces la ratio sefial/ruido es necesario adquirir 100

registros.
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Para obtener los espectros de muestras biolégicas se aplican sobre la muestra en estudio
secuencias de pulsos de RF y gradientes de campo magnético que se activan a tiempos
determinados para obtener la sefial de resonancia. Hay que considerar que en la mayoria de
tejidos el compuesto mas abundante es el agua, siendo la concentracién aproximada de
protones de 80-100 M, mientras que los protones en los metabolitos suelen estar a una
concentracion de 1-20 mM. Para observar adecuadamente los metabolitos intracelulares se
suprime o por lo menos se atenla la sefial del agua siendo el método mas utilizado la
aplicacion de uno o mas pulsos largos de baja potencia a la frecuencia de resonancia del agua
combinados con gradientes de campo magnético para desfasar la sefial (CHESS) con lo que se
consigue suprimir la resonancia de la sefial del agua en el momento de la deteccién final de la

FID.

Las secuencias mas utilizadas en *H-ERM in vivo son la secuencia espin-eco (PRESS) y la
de eco estimulado (STEAM). La secuencia PRESS se compone de tres pulsos selectivos de
seccion: 90°-180°-180° que se aplican perpendicularmente en las tres direcciones del espacio
para seleccionar un volumen concreto. Gradientes adicionales alrededor de los pulsos de 180°
ayudan a destruir la magnetizacion de regiones externas al volumen de interés (VOI). Esta
secuencia estd precedida por un moédulo CHESS para suprimir o por lo menos atenuar al
maximo la sefial del agua (Figura 1.10). La secuencia STEAM se compone de tres pulsos de
90° también precedidos por pulsos selectivos de supresion de la resonancia del agua. Ambas
secuencias de espectroscopia localizada tienen sus pros y sus contras, la secuencia PRESS
genera espectros con un cociente sefal/ruido que es el doble que la obtenida con las

secuencias STEAM, aunque la segunda permite trabajar con TEs mas cortos.
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FIGURA 1.10: Espectros adquiridos con el método PRESS y un TE de 12 ms in vivo a 7T en un glioma
inducido por inoculacién de células GL261 en cerebro de ratén (dia 16 post-implantacion). El voxel de
adquisicion era de 2,5 mm? y ocupaba exclusivamente volumen tumoral sin contaminacién de
parénquima peritumoral/normal. En A se muestra un espectro sin supresion de agua en el que solo
puede apreciarse la resonancia correspondiente a los protones del agua a 4,75 ppm. En B se muestra un
espectro adquirido en el mismo tumor pero con supresién de la sefial de agua. En este caso las senales
de los metabolitos del tejido son perfectamente visibles entre 0,5 y 4,5 ppm (Datos extraidos de la

seccion 4.2.1.2.a de este trabajo).

Actualmente el nucleo mas utilizado en los estudios de ERM in vivo en humanos es el de
hidrégeno, principalmente en casos de seguimiento de terapia en cancer, hipoxia neonatal,
errores metabdlicos congénitos, esclerosis multiple, adrenoleucodistrofias, virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), etc. La mayoria de estudios se realizan sobre el cerebro
aunque también se analizan otros érganos como prostata, higado, mama, musculo etc. En
resumen, esta técnica esta en continuo desarrollo tecnolégico y es de gran utilidad como
complemento para los estudios de IRM, aportando informaciéon metabdlica a los resultados

anatémicos.
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1.1.3.3 Imagen espectroscopica de resonancia magnética (IERM)

La IERM es una técnica que permite la adquisicion de multiples espectros ERM localizados
de manera simultanea (14,15). Se aplica principalmente al estudio de cerebro, préstata y mama
y puede ser mono, bi o tridimensional segin el modo de obtencion de la sefial: de columnas (o
filas) en un plano, de filas y columnas en un plano o de filas y columnas en un volumen
respectivamente. En el caso del cerebro, se preselecciona el volumen de interés previamente
para suprimir la sefial procedente de la grasa subcutanea. Esto puede complementarse con la
aplicacion de multiples bandas de saturacion (Figura 1.11). La principal ventaja de la IERM es
gue permite obtener en una misma exploracion espectros de zonas patolégicas y normales (ver
apartado 1.2.2 de la Introduccion). Sin embargo, la adquisicion de las secuencias de IERM es
mucho mas compleja que la de los espectros single voxel (SV), debido a las numerosas
inhomogeneidades de campo magnético presentes en toda la muestra, a la contaminacion de
los espectros individuales debida a los voxels vecinos, a los largos tiempos de adquisicion y a
la mayor complejidad del procesamiento de datos multidimensionales. En lo referente a la
correccion de los efectos de las inhomogeneidades de campo, se han desarrollado métodos
gue automatizan el proceso y permiten obtener excelentes resultados en tiempos muy
reducidos (16). En cuanto a las contaminaciones de los voxels por parte de sus vecinos, se han
investigado métodos basados en la codificacion de la informacién registrada que mejoran

sustancialmente este problema sin perjuicio de la sensibilidad o resolucién espacial (17).

Las matrices de espectros obtenidas por IERM pueden post-procesarse para obtener mapas
de concentraciones absolutas o relativas de metabolitos concretos o imagenes nosoldgicas

derivadas de los datos espectroscopicos (18).
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FIGURA 1.11: En la parte superior se muestran las bandas de saturacion del volumen externo utilizadas
para delimitar el VOI en una secuencia de IERM adquirida en parénquima cerebral normal de raton
C57BL/6 a 7 Teslas. En la parte inferior derecha se muestra el grid de adquisicion con los espectros
individuales contenidos en él (recuadro azul) y a la izquierda se representa un espectro representativo

(recuadro rojo) con las resonancias principales indicadas(19), descritas en (20).

1.1.3.4 High Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS)

La espectroscopia de alta resolucién con giro en angulo magico (HR-MAS) se ha utilizado
para estudiar muestras de tejido intacto ex vivo desde 1996, y los primeros estudios que la
aplicaron al estudio de cancer en humanos fueron el de Cheng y col. y el de Millis y col. un afio
después (21,22). Esta técnica posee un alto grado de reproducibilidad y su naturaleza no
destructiva permite el estudio por microscopia de las muestras analizadas previamente por HR-
MAS y, por tanto, la comparacién de datos espectroscopicos y morfologicos (23).

Andrew y Newing (24) y Lowe (25) describieron de manera independiente que la adquisicion
de espectros de RMN de una muestra solida girando rapidamente (normalmente entre 4 y 6
kHz) en un angulo de 54,7° (angulo magico) relativo al campo magnético principal (By), reduce
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la anchura de los picos detectados en el espectro. Ello evita la pérdida de informacién causada
por este fendmeno, que es originado por la heterogeneidad de la muestra y parametros
residuales anisotropicos que no pueden ser promediados por el movimiento Browniano en
muestras sélidas. La técnica de HR-MAS requiere una preparacion manual de la muestra que
evita el paso de extraccion de los metabolitos (por ejemplo extractos con acido perclérico para
metabolitos solubles) aunque los experimentos de resonancia son practicamente los mismos
gue se llevan a cabo con ERM en soluciones in vitro. Las secuencias de pulsos mas comunes
pueden aplicarse en estos casos para estudiar cambios metabdlicos, deducir estructuras
moleculares y llevar a cabo estudios moleculares dindmicos. Los espectros obtenidos son
comparables a los adquiridos por ERM pero con mayor resolucion y sensibilidad (Figura 1.12).

Una velocidad de giro moderada es suficiente para evitar efectos de ensanchamiento de
sefal y obtener espectros de alta resolucion (26). Sin embargo velocidades demasiado bajas
pueden producir “sidebands” de intensidad considerable en el rango de estudio que pueden
enmascarar las sefales de los metabolitos de interés. Por ello se ha determinado la velocidad
Optima de giro (que depende del campo magnético externo) para evitar este problema (26), por
ejemplo de 3000Hz para 9,4 T.

Numerosos estudios en muestras de cerebro, prostata, mama y cancer cervical han
demostrado que la técnica de HR-MAS es una herramienta importante de diagnéstico y
monitorizacion de la respuesta al tratamiento en el estudio del cancer (27-30). El tipo de
informacién obtenido a partir del tejido tumoral estudiado con este método depende de los
detalles del protocolo aplicado, desde la recoleccién y almacenamiento de la muestra hasta el
post-procesamiento de los espectros adquiridos. El desarrollo tecnolégico en la primera década
de uso de la técnica ha permitido la fabricacion de mejores sondas, sistemas de control de
temperatura mas eficaces y rotores con nuevos disefios que permiten el andalisis de muestras
de tan solo 12 ul de volumen (31). La metodologia de HR-MAS sigue en constante optimizacion
y desarrollo, pero cada vez se reconoce mas el potencial de esta técnica como herramienta

para estudios clinicos (23).
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FIGURA 1.12: Espectros promedio de biopsias de meningiomas benignos (arriba) y atipicos (abajo) con
su desviacién estandar (banda gris oscura) obtenidos a partir de secuencias de 'H HR-MAS con
presaturacion de agua. Las resonancias méas relevantes se muestran marcadas sobre los espectros: Lac,
lactato; Ala, alanina; GABA, acido y-aminobutirico; Glu, glutamato; GIn, glutamina; GSH, glutation; Cre,
creatina; PCho, fosfocolina; CCC, compuestos que contienen colina; Tau, taurina; Glx, glutamato +

glutamina; PEA, fosfoetanolamina (32).

24



Introduccion

1.2 TUMORES CEREBRALES

1.2.1 Epidemiologia, clasificacién y etiologia

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) abarcan menos de un 2% del total de casos
de cancer diagnosticados cada ano a nivel mundial (aproximadamente 175.000) (Figura 1.13),

pero a pesar de ello, constituyen una fuente importante de mortalidad y discapacidad.
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Hand mand (FF KSR BN

TR A . e 8

Eslimated crude incidence rale per 100.000
Brain, nervous system male, all ages

W iEE = «E8 RS ELEIN ER.VI
o _m: J [py -  F ew

FIGURA 1.13: Tasa de incidencia de los tumores cerebrales en mujeres (parte superior) y hombres

(parte inferior) a nivel mundial estimada por GLOBOCAN (33).

De todos los tumores intracraneales primarios, la mayoria (60%) estan originados por

células gliales; el 28% derivan de las meninges y un 7,5% tienen localizacion en los nervios
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espinales y craneales. Los linfomas y tumores de lineas germinales constituyen
aproximadamente un 4% y un 1% del total respectivamente (34). En el Anexo 1 (35) se muestra
un resumen de los tumores del SNC mas frecuentes. La Organizacion Mundial de la Salud
(World Health Organization (WHQO)) clasifica los tumores del sistema nervioso en diferentes
grados de malignidad basandose en cuatro criterios histopatolégicos (atipia nuclear, actividad
mitotica, hiperplasia endotelial y necrosis) y en datos de supervivencia, correspondientes a las
entidades tumorales y a los pacientes respectivamente (36,37). Todo esto se combina dando
como resultado una escala de cuatro grados de malignidad, que conforman el sistema de

clasificacion mas aceptado actualmente:

e GRADO I: Tumores con bajo potencial proliferativo, naturaleza difusa y posibilidad de
cura mediante reseccién quirargica (Ejemplo: Astrocitoma pilocitico).

e GRADO II: Tumores infiltrantes con bajo indice mitético pero con potencial de recidiva.
Algunos tienden a progresar hacia lesiones de alto grado (Ejemplo: Astrocitomas bien
diferenciados, oligodendrogliomas (ODG) y ependimomas).

e GRADO llI: Evidencia histoloégica de malignidad generalmente en forma de actividad
mitGtica, clara expresion de capacidad infiltrativa y anaplasia.

¢ GRADO 1V: Elevada actividad mit6tica, necrosis y rapida evolucion pre y post-

operatoria.

Los gliomas se clasifican en diferentes grupos segun el tipo celular que los origina y la
localizacién que ocupan, siendo los principales grupos astrocitomas (derivados de astrocitos),
oligodendrogliomas (ODGs, formados por oligodendrocitos) y oligoastrocitomas (OAs,
derivados de astrocitos y/o oligodendrocitos). Los astrocitomas constituyen la mayor parte de
los gliomas y se dividen en: astrocitoma pilocitico (grado 1), astrocitomas difusos de bajo grado
(grado 1) y astrocitomas anaplasicos (grado Ill). Los astrocitomas pilociticos son tumores de
crecimiento lento con prondstico favorable y tasas de supervivencia superiores a cinco afios en

méas del 85% de los casos. Los astrocitomas difusos, sin embargo, no pueden ser
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reseccionados quirdrgicamente en su totalidad y tienden a evolucionar a estadios mas
agresivos (grado lll) siendo la tasa de supervivencia mayor o igual a 5 afilos del 60%. Por otro
lado, los ODG se clasifican en ODG de bajo grado (Il) y ODG anaplasicos (lll). Tienen un
pronéstico menos favorable que los astrocitomas difusos pero también una menor tendencia a
progresar hacia estadios mas agresivos. La incidencia de los oligoastrocitomas puede variar de
un 1,8 a un 19% del total de gliomas, porque el diagnéstico varia segun los diferentes
laboratorios de analisis y muchas veces son considerados bien como ODGs o bien como
astrocitomas. Su prondstico y tendencia a la malignizacion dependen de las proporciones de

los distintos tipos celulares que los constituyen.

Cualquiera de los tres tipos principales de glioma puede transformarse en glioblastoma
multiforme (GBM) (grado 1V) (36). El GBM es el tumor maligno mas frecuente en el SNC: es
muy resistente a la quimio y radioterapia y sélo un 3% de los pacientes afectados sobrevive
mas de tres afos, siendo la supervivencia media de 90 dias (38,39). Entre sus caracteristicas
histopatolégicas cabe destacar: atipia nuclear, pleomorfismo celular, trombosis vascular,

proliferacion microvascular y necrosis.

Un caso particular dentro de los tumores del SNC son las metéstasis, ya que no son
tumores primarios sino que proceden de neoplasmas originados en otros tejidos, en su mayoria
carcinomas de pulmén o mama. Algunos se originan a partir de melanomas, coriocarcionomas

y carcinomas de células claras de rifion (35).

La etiologia de los tumores del SNC no esta clara todavia. No se han descrito factores
ambientales y/o estilos de vida concretos como causas directas de dicha enfermedad, a
excepciéon de sindromes hereditarios como por ejemplo neurofiboromatosis tipo 1 y 2, sindrome

de von Hippel-Lindau, esclerosis tuberosa y sindromes de Li-Fraumeniy Turcot (36).
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1.2.2 Diagnostico

Los sintomas mas comunes entre los pacientes de tumor cerebral suelen ser: dolor de
cabeza, mareos, cambios cognitivos no especificos o signos neurolégicos focales, dependiendo
de la localizacion, tamarfo y tasa de proliferacién del tumor. El diagnéstico debe permitir
distinguir estos casos de otras patologias que pueden presentar sintomas similares, como por
ejemplo hematomas subdurales, abscesos cerebrales, hidrocefalia, esclerosis multiple,
malformaciones vasculares, infartos cerebrales y otros. Muchas de estas patologias presentan
caracteristicas radiolégicas que permiten diferenciarlas de los tumores, por lo que las
herramientas mas utilizadas en el diagndstico diferencial de dicha enfermedad son la
tomografia axial computerizada (TAC) y la IRM. Una de las limitaciones mas importantes de
estas herramientas no invasivas es la dificultad para distinguir los tumores del SNC de otras
patologias, como abscesos o enfermedades desmielinizantes, que precisan un estudio mas
detallado y que, en muchos casos, terminan requiriendo una biopsia del tejido anémalo (Figura

1.14).

FIGURA 1.14: En A puede verse una imagen de RM ponderada en T, y adquirida en el plano axial de un
paciente afectado por una lesion hiperintensa en la region occipito-parietal del cerebro. Aparentemente
dicha lesion podria confundirse con una metastasis, a pesar de que resulté ser un absceso piogénico
(40). La imagen B muestra un corte axial adquirido con el método FLAIR (Fluid atenuatted inversion
recovery), similar a una ponderacion en T,, en un paciente afectado por esclerosis multiple. La gran

masa en el Iébulo frontal derecho muestra caracteristicas de intensidad y homogeneidad similares a las
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de las lesiones pequefas centrales (placas de esclerosis miltiple), lo cual, unido al historial del paciente,
podria sugerir que se trata de una placa de tamafio anormalmente grande. Sin embargo una biopsia
estereotactica demostrd que la lesidn frontal era un OA de grado Il, a pesar de lo poco habitual que es la

concurrencia de ambas enfermedades (41).

La IRM es la técnica estandar utilizada en el diagnéstico de tumores cerebrales, ya que
presenta numerosas ventajas respecto al TAC y otras técnicas de neuroimagen. Por ejemplo,
las imagenes adquiridas por RM presentan un cociente contraste/ruido muy elevado que
permite distinguir de manera eficaz entre las estructuras normales propias del SNC y también

diferenciar entre tejido normal y anémalo.

Un estudio rutinario de una masa cerebral anémala por IRM se compone de imagenes
ponderadas en T, (TR y TE largos) (T.y), imagenes ponderadas en T; (TR y TE cortos) (Ty,) ¥
secuencias FLAIR (TR largo y TE variable), que atenuan la sefial del liquido cefalorraquideo.
La deteccion, caracterizacion y delimitacion precisa de las lesiones requiere la obtencion de un
buen contraste entre tejido tumoral y tejido circundante. Por ello la administracion de agentes
de contraste durante los estudios por IRM es un método de diagnéstico establecido en los
centros clinicos (ver también apartado 1.1.3.1 de la Introduccion). Este tipo de compuestos
acenttan la diferencia de intensidad de sefial entre los tumores y el tejido normal, alcanzando
el espacio extracelular del tejido a través de lesiones en la barrera hematoencefalica (BHE)
(42). El grado de contraste alcanzado depende del nivel de rotura de la BHE, la concentracion
intravascular de agente de contraste y de sus propiedades magnéticas, la vascularizacién de la

lesion (perfusion) y el flujo sanguineo, entre otros factores.

Actualmente existen muchos agentes de contraste aplicables a la deteccion de tumores
cerebrales, siendo los mas utilizados aquellos cuya composicion base es el gadolinio, y que se
denominan agentes de contraste de primera generacion. Estos sélo cruzan la BHE en caso de
lesién o rotura, por lo que normalmente no son captados por tumores de bajo grado (43). Los

GBM si que presentan rotura de BHE y aparecen como nédulos hipointensos en su centro
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necrotico que captan el contraste de manera irregular (normalmente siguiendo un patrén en
forma de anillo hiperintenso que bordea los limites de la masa) al estudiarlos con secuencias
ponderadas en T; post-contraste (44). El problema principal de este sistema de diagndstico es
gue entre 9-37,5% de los gliomas de alto grado no muestran captacion de contraste y un 34-
50% de los gliomas de bajo grado si captan contraste, por lo que en esos casos un diagndstico
limitado Unicamente a los resultados obtenidos mediante el contraste por IRM seria erréneo
(45). Existe una segunda generacion de agentes de contraste que difiere de la anterior en la
concentracion de gadolinio y en las propiedades de relajatividad. Ademas se estan
sintentizando nuevos agentes para mejorar la deteccion, seguimiento y estudio de respuesta a

terapia de este tipo de lesiones (46).

Ademds de las secuencias de IRM se han incluido secuencias de difusion, de imagen
funcional y angiografia dentro del protocolo de diagndstico de tumores cerebrales para evaluar

el tipo de tumor, extension de la lesion y caracteristicas vasculares de la misma (47).

En resumen, puede decirse que el diagndstico no invasivo de un tumor cerebral comprende
diferentes etapas, siendo la dltima de ellas la orientacion radiolégica del grado y tipo de la
lesion. El primer paso es la deteccion, gue normalmente se lleva a cabo mediante las imagenes
T.ow, Ya que los tumores aparecen como masa hiperintensa respecto al parénquima cerebral
normal. Las secuencias Ty, con contraste produciran diferentes tipos de imagen dependiendo
de la vascularizacion del tumor y de la integridad de la barrera hematoencéfalica (BHE). A
continuacién se evalla el impacto de la lesion en el resto del encéfalo asi como en los
ventriculos y se determina con la mayor precisidén posible la localizacion espacial del tumor y su
extension. Es importante analizar si las estructuras vasculares propias del cerebro como la
arteria carétida o la arteria cerebral media se ven afectadas por la masa. Finalmente se
procede a determinar el tipo y grado de la lesion, si es primaria 0 metastasica, benigna o
maligha, con el fin de aplicar el tratamiento mas adecuado segun el caso. Normalmente la
confirmacion del diagnostico se realiza a partir de un analisis histopatolégico de una biopsia del

tejido andmalo, bien sea estereotactica o parte de una reseccion mayor. Esto conlleva riesgos
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tanto a nivel de mortalidad/morbilidad del paciente (48,49) como de diagndstico, ya que se
puede subestimar el grado del tumor dependiendo de la zona de la que se haya extraido la
biopsia. En resumen, disponer de una herramienta eficaz de diagndstico no invasivo constituiria

un importante avance para mejorar en lo posible el tratamiento de este tipo de lesiones.

Espectroscopia (ERM) e Imagen Espectroscopica de Resonancia Magnética (IERM)

Un método no invasivo prometedor para el diagnéstico de tumores cerebrales es la ERM de
proton (*H-ERM), que estd considerada como un complemento muy util de la IRM y que
actualmente se utiliza de manera rutinaria en los estudios de tumores cerebrales de diversos
centros clinicos del mundo, requiriendo solamente unos pocos minutos para la adquisicion de
espectros SV en imanes de 1,5 T (50). Los espectros se obtienen normalmente de voliimenes
conocidos como voxels de aproximadamente 2-4 cm® y contienen informaciéon sobre
metabolitos cerebrales importantes, como por ejemplo colina, creatina, mioinositol, glutamato,
N-acetil aspartato (NAA), lactato y lipidos moviles (Figura 1.15). EI NAA se considera como un
marcador de viabilidad neuronal que suele ver disminuida su concentracion en el caso de los
tumores cerebrales, reflejando la ausencia de neuronas y axones. La resonancia de la colina
(colina total) procede de un grupo de moléculas involucradas en la degradacion y sintesis de
membrana celular, principalmente de fosfocolina, glicerofosfocolina 'y colina libre, por lo que se
considera como un marcador de proliferacion. La creatina total (creatina + fosfocreatina) hace
referencia a compuestos involucrados en el metabolismo energético de tejidos con demanda
fluctuante de energia y se ve disminuida en los tumores. El lactato en condiciones normales
presenta valores no detectables en el parénquima cerebral normal, pero en el caso de lesiones
tumorales su concentracion suele elevarse asociandose a regiones de alta actividad glicolitica.
La funcion del mioinositol no es bien conocida aunque se considera un marcador glial, pero se
sabe que la intensidad relativa de su resonancia se altera en determinadas patologias
cerebrales. Las resonancias correspondientes a los lipidos méviles aumentan en algunos tipos

de tumores, especialmente en los de alto grado, y cuando constituyen las resonancias mas
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intensas son un indicador de necrosis (muerte celular). El glutamato es un importante
neurotransmisor excitador en el SNC y se ve elevado en los oligodendrogliomas. La alanina
suele ser detectable en los meningiomas aunque no estd muy claro cual es su significado
funcional (12,51). En el anexo 2 se detallan los principales metabolitos detectables en

parénquima cerebral humano, normal y/o patoldgico.

FIGURA 1.15: A) Espectro de 'H (TE=30ms; TR=2000ms) de materia blanca de un voluntario sano. B)
Espectro adquirido con los mismos parametros que en A) en un GBM. Los principales metabolitos estan
marcados sobre sus resonancias correspondientes: creatina total (tCr) a 3,03 y 3,94 ppm; colina total
(tCho) a 3,22 ppm; NAA a 2,01 ppm; mio-inositol (ml) a 3,56 ppm; glutamato y glutamina (GlIx) entre 2 y
2,4 ppm; lipidos (Lip) y macromoléculas (MM) a 0,9y 1,3 ppm y lactato (Lac) a 1,3 ppm (Figura adaptada

de (52)).

Los radidlogos pueden asi correlacionar la informacion anatémica obtenida con la IRM con
la informacién metabdlica obtenida mediante la "H-ERM. Los espectros aportan informacion
bioquimica que, una vez caracterizada para cada tipo de tumor y utilizando el sistema de
soporte informatico adecuado, pueden ayudar a la clasificacidon no invasiva de este tipo de
tumores, aportando un soporte adicional al actual sistema de diagnéstico (8). Con la debida
experiencia, los patrones de niveles relativos de metabolitos se pueden interpretar visualmente

para llegar a una orientacion radioldgica, pero el resultado mas robusto se obtiene a partir de
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un andlisis cuantitativo de los espectros y la utilizacion de métodos de reconocimiento de
patrones. Sin embargo, dichos métodos no se incluyen en el software estdndar de los sistemas

de escaner de RM de los centros clinicos.

Analisis de reconocimiento de patrones

El andlisis por reconocimiento de patrones llamado también lectura de patrones, consiste en
el reconocimiento de patrones de sefiales. Los patrones se obtienen a partir de los procesos de
segmentacion, extraccibn de caracteristicas y descripcion, donde cada objeto queda
representado por una coleccion de descriptores. El sistema de reconocimiento debe asignar a
cada objeto su categoria o clase (conjunto de entidades que comparten alguna caracteristica
que las diferencia del resto). En el caso de los espectros de tumores cerebrales obtenidos por
ERM/IERM, el andlisis de reconocimiento de patrones engloba dos conceptos: la categoria o
clase a la que se asocia cada espectro tumoral, y el proceso matematico que cuantifica
determinadas caracteristicas de los espectros para asociarlas a una determinada categoria o
clase (53). El-Deredy aporta una completa explicacién sobre el uso del reconocimiento de

patrones en ERM (54).

En esta tesis el andlisis utilizado como herramienta para el reconocimiento de patrones es el
Andlisis Lineal Discriminante (LDA), el cual esta dirigido a dos objetivos principales: un objetivo
descriptivo que permita discriminar las diferencias entre grupos y un objetivo predictivo que
permita asignar un nuevo elemento en estudio (espectro) a una de las categorias previamente
establecidas. La funcion discriminante en este analisis pretende maximizar la separacion entre
patrones espectrales de clases de tumor diferentes y minimizar la separacion ente patrones
pertenecientes al mismo tipo tumoral. Un ejemplo de este tipo de aplicacién es el proyecto

INTERPRET:

El sistema INTERPRET Decision Support System v3.1.0 (DSS)

(http://azizu.uab.es/INTERPRET/) es un sistema de apoyo al diagnéstico desarrollado
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inicialmente en el proyecto INTERPRET, financiado por la comisién europea. El objetivo de
este proyecto era desarrollar nuevas metodologias que permitiesen automatizar la clasificacion
de tumores cerebrales humanos utlizando datos de IRM y ERM. Se realizé un estudio
multicéntrico utilizando datos de *H-ERM, validados mediante un procedimiento de control de
calidad, de 304 pacientes (entre ellos 22 voluntarios sanos) para conseguir un analisis robusto.
El sistema permite asignar un espectro procedente de la lesion de un paciente concreto a una
categoria diagnéstica mediante un andlisis de reconocimiento de patrones, y que ademas
permite comparar el nuevo espectro introducido con los que se encuentran en la base de datos
del proyecto (Figura 1.16). Los clinicos pueden consultar también las imdgenes asociadas a los
espectros del sistema, asi como los datos clinicos correspondientes, para comparar con el
nuevo caso de una manera mas exhaustiva. Por todo esto puede decirse que la DSS fue
disefiada para facilitar la incorporacion de resultados de andlisis de espectros de ERM en el
proceso global de diagnéstico establecido para tumores cerebrales. El sistema de Andalisis
Lineal Discriminante (LDA) incluido en la DSS fue disefado para distinguir entre tres tipos
principales de tumores: meningiomas (grados | y Il de la WHO); gliomas de bajo grado
(astrocitomas, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas, todos de grado Il) y tumores malignos
de alto grado (GBM y metastasis). Sin embargo, el prototipo esta preparado para un uso mas
generalizado en el diagnéstico de tumores cerebrales, porque también contiene casos de
pacientes afectados por otros tipos de tumor asi como los patrones cerebrales normales de
voluntarios sanos. Gracias a este sistema los clinicos pueden mejorar el diagnéstico por ERM
de una masa de posible origen maligno (55) antes de que el paciente se someta a la reseccion
quirurgica, por lo que la evaluacion neuroradioldgica es enriquecida con informacion adicional
funcional y metabdlica (50). El uso extendido de este sistema permitiria, por ejemplo, en
pacientes afectados por un GBM, con un estatus funcional limitado y una localizacion
desfavorable de la lesién, un diagnostico preciso sin necesidad de realizar una biopsia,

evitando el riesgo que esto conlleva (56).
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FIGURA 1.16: Pantalla de la DSS (Decision Support System) v.3.0.1 de INTERPRET donde se muestra
un ejemplo de clasificacion de un espectro de glioblastoma. En la pantalla de la izquierda se observa el
universo de la interficie con tres de los tipos tumorales principales de los que se obtuvieron casos en
INTERPRET. Se muestran en rojo los casos de glioblastomas, en blanco los meningiomas y en azul
claro los astrocitomas de bajo grado. El caso en amarillo es el caso problema. A la derecha, en la region
superior se ve el espectro en estudio y en la region inferior un espectro de GBM vecino (con la imagen

del voxel del que se obtuvo) (57).

La IERM es una técnica no invasiva, al igual que la ERM, que proporciona informacién
metabdlica del tejido en estudio. En el caso de los tumores cerebrales, la IERM aporta
informacion que puede traducirse en mapas de intensidad o concentracion relativa de diversos
metabolitos, como colina, creatina, mio-inositol, lipidos o lactato. Estos mapas muestran la
distribucién espacial de los metabolitos en los tumores, que normalmente suelen ser
heterogéneos en composicion, y también permiten determinar el borde de la lesion (importante
para la reseccion quirargica) de una manera mas precisa que las imagenes de T, y T,

detectando patrones de anomalia metabdlica en zonas que no muestran anomalias
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morfolégicas por IRM (Figura 1.17). La IERM también permite estudiar posibles infiltraciones de
células tumorales en el tejido normal, monitorizar respuesta de los tumores a terapia y controlar
la progresion de la lesiéon (58). Este examen permite obtener informacién sobre la celularidad
tumoral (colina), el metabolismo energético celular (creatina), la densidad neuronal (NAA), el
nivel de hipoxia (lactato) y la necrosis (lipidos moviles). Por ello ha sido una técnica muy
utilizada en el estudio de gliomas de grado alto, combinando estos resultados con la
informacion anatomopatolégica correspondiente, aunque no en todos los centros clinicos
pueden adquirirse secuencias de IERM de calidad suficiente. Los mapas mas utilizados son los
que representan el cociente colina/NAA (59). En el caso de GBM y metéstasis, estudios de la
region peritumoral por IERM han demostrado que en los gliomas de alto grado estas zonas
presentan cocientes NAA/colina menores de 1 y valores elevados de creatina y colina, mientras
gue esto no sucede en las metéastasis. Estos resultados probablemente reflejan la presencia de
edema vasogénico en el caso de las metastasis e infiltracion de células tumorales mas alla del
limite de la masa tumoral detectable por IRM en los GBM. Este hecho puede aplicarse también
en la distincién de tumores infiltrativos de lesiones mas circunscritas como los abscesos, que
no presentan espectros de patron patolégico en el tejido adyacente a la lesién (52).
Recientemente se han combinado los resultados obtenidos por IERM con los extraidos de
estudios de difusién para gliomas de alto grado, relacionando zonas de patrén metabdlico
anémalo con aquellas en las que la infiltracion tumoral es mas probable debido a las
caracteristicas de difusién del tejido (60). Por otro lado, se esta trabajando en el desarrollo de
clasificadores que combinen datos de IERM e IRM (51). Ademas, la IERM es muy util para
diferenciar radionecrosis de recidiva tumoral en pacientes sometidos a ciclos de radioterapia.
Los estudios por IRM no permiten distinguir entre tumor recurrente o progresion tumoral y
cambios de necrosis o inflamatorios debidos a efectos secundarios de la radioterapia. Estudios
con IERM han demostrado que existen diferencias en los cocientes colina/creatina y
colina/NAA calculadas en tumor recurrente, parénquima cerebral normal y zonas de

radionecrosis (61).
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FIGURA 1.17: Estudio por IERM de un glioma difuso de tronco cerebral en un nifio. En la parte superior
se muestran los cuatro cortes de IRM en los que se ha adquirido la secuencia de IERM con el grid en el
VOI de adquisicion. En la parte inferior izquierda puede observarse un grid conteniendo todos los
espectros individuales adquiridos en el VOI. A la derecha se muestran tres espectros individuales
extraidos de diferentes regiones espaciales de uno de los grids: A y B) Espectros adquirido en regiones

de tejido normal; C) Espectro adquirido adquirido en el tumor (Adaptacion de (59)).

Actualmente se estan desarrollando e implementando métodos de clasificacion de tumores
cerebrales que incluyen datos de ERM e IERM y se basan en el sistema de reconocimiento de
patrones, al igual que la DSS descrita anteriormente. Un ejemplo es el Spectra Classifier v3.0
(62), utilizado en este trabajo (ver también Materiales y métodos, 3.8). Este programa es una
aplicacion en Java que permite a los usuarios crear clasificadores basados en LDA, utilizando
diferentes tipos de datos pre-procesados de ERM e IERM y representando la informacion de

una manera sencilla de interpretar mediante sus herramientas de visualizacién.

37



Introduccion

1.2.3 Terapia

Reseccion quirdrgica

Normalmente, después del diagnéstico, la primera estrategia terapéutica que se lleva a cabo
es la reseccidon quirdrgica del tumor, ya sea completa, parcial o limitada a una biopsia
estereotactica. Esta técnica es la mejor opcion en el caso de los meningiomas pero suele ser
insuficiente por si sola o incluso impracticable en el caso de gliomas de alto grado, debido a la
extension y/o localizacion del tumor y a la elevada capacidad infiltrativa de estas lesiones, ya
gue se pueden detectar células malignas en regiones bastante alejadas de la masa anémala
detectada por IRM. Es por esto que se suelen aplicar estrategias de terapia combinada para el
tratamiento de dichos tumores. En el caso de los linfomas, la reseccion no mejora la
supervivencia del paciente y estd desaconsejada en muchos casos, siendo mucho mas

efectivas la radio y quimioterapia.

Radioterapia

La radioterapia constituye una herramienta muy importante en el tratamiento y mejora del
prondstico y supervivencia de pacientes con determinados tumores cerebrales, como son los
linfomas. El objetivo principal de esta técnica es conseguir un efecto diferencial entre el tejido
afectado y el tejido sano circundante, de manera que las funciones vitales y la calidad de vida
del paciente no se vean afectadas significativamente. Actualmente se esta avanzando a este
respecto, por ejemplo mediante la técnica de radiocirugia estereotactica, que trata de controlar
la enfermedad de manera més localizada, aumentando la supervivencia y disminuyendo los
riesgos, siendo especialmente utilizada en el caso de las metéstasis (63). En algunos casos,
como los gliomas de alto grado, la dosis de radioterapia necesaria para detener la progresion
de la enfermedad conlleva un cierto riesgo de dafio del tejido normal. Por ello es necesario
complementar la IRM con otras técnicas de diagnéstico no invasivas, como son la ERM/MRSI,

la difusion o la perfusion, que permitan discernir adecuadamente entre tejido sano/tumoral y
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permitan elaborar el protocolo de terapia mas adecuado en cada caso para una mejora en el
pronéstico y un aumento de la supervivencia (59,64). La perfusién es una técnica considerada
como candidata para predecir supervivencia en pacientes con glioma. Los datos obtenidos con
ella se pueden utilizar para calcular el volumen de sangre cerebral, el cual esta asociado con la
microvasculatura del tumor y que permite distinguir entre tumor residual/recurrente, y necrosis
inducida por radioterapia. La técnica de difusion refleja el grado de estructuracion del tejido, su
contenido en agua y la proporcidon de espacio intra y extra celular, permitiendo aproximar el
contenido celular del tumor. La *H-ERM permite cuantificar los metabolitos presentes en el
tejido afectado y circundante. La combinacion de todas estas técnicas ha demostrado ser
verdaderamente eficaz en el prondstico de supervivencia en el caso de los gliomas y en la

deteccion de respuesta a la terapia (65).

Un caso particular que debe ser considerado es el de la radionecrosis. Un 20% de los
pacientes diagnosticados de glioma y tratados con radioterapia desarrolla lesiones en el tejido
cerebral sano como consecuencia de la terapia. El principal problema reside en que dichas
lesiones son dificilmente distinguibles de recidiva y progresion tumoral por IRM y esto dificulta
el correcto seguimiento de la enfermedad. Estudios recientes demuestran que la 'H-ERM es
una herramienta de gran utilidad no sélo en el diagndstico sino en el seguimiento post-
terapéutico de los pacientes con gliomas, ya que se ha demostrado un alto grado de
correlacion entre los datos obtenidos mediante esta técnica y los hallazgos histopatol6gicos en

cuanto a la diferenciacién de recidiva y radionecrosis (66,67).

39



Introduccion

Quimioterapia

El uso de agentes terapéuticos representa un importante reto para los neuro-oncélogos,
debido a que los tumores del SNC constituyen un amplio grupo con diferentes patrones de
crecimiento y de respuesta a la terapia, ademas de presentar caracteristicas invasivas que
dificultan el hallazgo de una diana terapéutica concreta (36). La quimioterapia prolonga la
supervivencia y se recomienda en el caso de gliomas anaplasicos, oligodendrogliomas,
meduloblastomas, PNETSs, tumores de células germinales y linfomas. El objetivo principal de
estos agentes no es Unicamente la curacién, sino la estabilizacion de la enfermedad,
controlando el crecimiento del tumor y garantizando la calidad de vida del paciente. Uno de los
principales problemas en la administracién de agentes quimioterapéuticos es la presencia de la
BHE intacta en muchos casos (tumores de bajo grado), que dificulta la llegada de los farmacos
a la diana correspondiente. Ademas este tipo de tratamiento también genera resistencia en
algunas de las células tumorales, que pueden seguir regenerando el tumor a pesar del

tratamiento (37).

En el caso de los GBM, que seran el modelo principal utilizado en el presente trabajo, la
Temozolomida (TMZ) es considerada como el farmaco mas efectivo para su tratamiento. La
TMZ es un agente alquilante de administracion oral que actia como una droga tolerable y
efectiva, alcanzando concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR) equivalentes al 30-
40% de los niveles detectados en plasma. En el caso de la TMZ, la especificidad relativa a la
distribuciébn en el SNC de pacientes con tumores cerebrales es desconocida. Una vez
administrada, la TMZ se descompone de manera espontanea a pH ligeramente basico dando
lugar a su forma activa: metil-triaceno-imidazol-carboxamida (MTIC). MTIC se transforma en 5-
aminoimidazol-4-carboxamida (AIC, molécula inactiva) y en el catibn metil-diazonio,
responsable de la transferencia de un grupo metilo al DNA (Figura 1.18). Dichas metilaciones
son las que provocan la citotoxicidad en las células tumorales: la metilacion de la posicion Og
de la guanina se da solamente en un 5% de los casos, pero es la responsable principal del

efecto citotdxico, provocando roturas en la doble cadena del DNA, debidas a la incompleta
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reparacion de la lesién por el complejo MMR, y la consiguiente muerte celular por apoptosis o
autofagia (Figura 1.19). En cambio, el N; de la guanina y el N3 de la adenina constituyen la
mayoria de metilaciones ocasionadas en el DNA como resultado del tratamiento con TMZ. La
proteina Metil-guanin-metil transferasa (MGMT), de expresion variable en células normales y
tumorales repara las metilaciones en el Og de la guanina transfiriendo el grupo metilo
introducido en el DNA a su propio residuo de cisteina. La MGMT metilada es degradada, por lo
gue se considera como una enzima de reparaciéon “suicida”. Unos niveles altos de MGMT en
las células tumorales contribuyen a potenciar la resistencia a la TMZ. Sin embargo, una
metilacion en el promotor del gen que codifica para esta proteina silenciaria su expresion y
favoreceria la respuesta de los tumores a los agentes alquilantes. Esta metilacion se da en
aproximadamente en un 40% de los gliomas de alto grado (68). En particular, la metilacion de
regiones del DNA hipometiladas en condiciones normales, como los islotes CpG (citosina
fosfato guanina) en el promotor de los genes reparadores del DNA, se correlaciona con una
falta de expresion de los mismos en las células tumorales. En el caso del gen MGMT dicha
metilacién se asocia a un aumento significativo de la supervivencia como respuesta a terapia
con TMZ (69). Actualmente se estan intentando desarrollar mecanismos de inactivacion del
promotor MGMT para conseguir un tratamiento mas eficaz en los gliomas de alto grado, como
por ejemplo con farmacos como la O°-bencilguanina, aunque por el momento los resultados no
han conseguido superar a los obtenidos con la TMZ (70). Sin embargo estas sustancias tienen
también accion supresora sobre el MGMT de médula 6sea, por lo que su aplicacién en
combinacién con la TMZ debe estar estrictamente controlada. Ademas se ha comprobado que
la eficacia de estas sustancias se ve disminuida en los casos en que las células tumorales
tienen un sistema de reparacion de “mis-match” (MMR) defectuoso o un sistema de
reparacion por excision de bases funcional (BER), por lo que estos factores también deberian
ser investigados en profundidad (71). Por todo esto se han desarrollado y se siguen

investigando estrategias de terapia combinatoria que utilizan TMZ junto a inhibidores
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enzimaticos (72,73), inmunoterapia (74) o radioterapia (75) para evitar inducir resistencia a la

terapia en las células tumorales.
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FIGURA 1.18: Conversiéon quimica de la TMZ a pH fisiolégico en sus metabolitos derivados (MTIC y

AITC) y efecto del metil-diazonio sobre la guanina.
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Figura 1.19: Temozolomida: dianas de accién y vias de regulacidon con sus agentes correspondientes.
Las mutaciones O°-meG constituyen solo un 5% de las lesiones inducidas por la TMZ, pero son
responsables del efecto citotoxico. La MGMT repara estas lesiones confiriendo a la célula resistencia a la
TMZ. Cuando la MGMT es inactivada (por ejemplo por 0°-BG u otras vias) o inactivada por metilacion de

su promotor, la citotoxicidad provocada por la TMZ se ve aumentada. El sistema MMR reconoce las
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mutaciones O°-meG en la cadena “molde” del DNA, pero como solo actua sobre las hebras de nueva
sintesis no puede eliminar el error, lo cual termina provocando roturas en la cadena doble del DNA 'y por
tanto la muerte celular. Las mutaciones N>-meA también son citotoxicas pero habitualmente son
reparadas por el sistema BER. La inhibicién farmacoldgica de PARP conlleva a la inhibicién del sistema

BER aumentando el potencial citotéxico de la TMZ (figura adaptada de (71)).

En estudios preclinicos con modelos animales, la TMZ se disuelve habitualmente en DMSO
(antes de ser administrada intragastricamente) (72,75,76), un solvente que disuelve tanto
compuestos polares como apolares y que tiene muchas aplicaciones en biologia y medicina.
Asi, el DMSO se utiliza para inhibir la formacion de estructuras secundarias en la cadena de
DNA o en los encebadores durante la PCR; se utiliza como crioprotector para conservar
organos, tejidos y suspensiones celulares para procedimientos de congelacion (77,78); se
emplea como analgésico topico para reducir el dolor causado por lesiones musculares y
neutraliza los radicales libres (grupos hidroxilo) (79). Este compuesto también tiene la
capacidad de atravesar cualquier membrana celular del organismo (80) aunque no los

componentes sélidos extracelulares como es el caso de los dientes, las ufias y el pelo.

A parte de la TMZ, existen otras estrategias terapéuticas basadas en las vias de
sefalizacion intracelular que determinan los aspectos clave de la biologia de los tumores
(proliferacion, apoptosis, angiogénesis). Asi, la actividad tirosinkinasa (TKs) de los receptores
de membrana involucrados en dichos procesos se ve alterada frecuentemente en cancer, por lo
gue son una de las principales dianas en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Dos
vias destacan como las mas prometedoras para frenar el desarrollo tumoral: la via angiogénica
que involucra al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la via del factor de
crecimiento endotelial (EGF) y su receptor EGFR que es promotor de numerosos efectos a
nivel de proliferacién celular, invasién y angiogénesis. Entre los farmacos desarrollados para

actuar sobre dichas vias de sefializacion estan Bevacizumab para el primer caso y Gefitinib y
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Erlotinib para el segundo (81). El Bevazicumab ha sido aprobado por la Food and Drug
Administration (USA) para su administracion en casos de GBM recurrente debido a los

resultados positivos obtenidos a nivel de supervivencia en estudios clinicos de fase Il (82).

Otros farmacos estan siendo investigados a nivel preclinico en cuanto a su potencial anti-
tumoral, como por ejemplo la Metformina. Su uso se basa en la hip6tesis de que en el tejido
tumoral existen células madre resistentes a la quimioterapia que son capaces de regenerar
integramente los tumores (ver también mas adelante en este mismo apartado). La metformina
actuaria atacando y destruyendo dichas células madre a través de la via de sefalizacién de la
guinasa hepatica B1 (LKB1) y de mTOR, que son vias centrales para la regulacion de la
bioenergética y la homeostasis y juegan un papel crucial en el control de la division celular y la
proliferacién. Su aplicacién, combinada con un agente quimioterapéutico eficaz, seria capaz de
destruir la masa tumoral e impedir su recidiva (83). Tradicionalmente la metformina se ha
administrado a pacientes diabéticos de tipo Il con el fin de reducir la hiperglicemia y los niveles
de LDL vy triglicéridos en sangre. Actualmente hay estudios que han demostrado su eficacia
como coadyuvante de la quimioterapia en algunos tipos de cancer de mama, mostrando una

clara sinergia con el agente quimioterapéutico (83).

Por otra parte, el dicloroacetoato (DCA), es un inhibidor de las cuatro isoformas de la familia
de la piruvato deshidrogenada quinasa (PDK) que ha sido utilizado durante muchos afios como
tratamiento para la acidosis lactica hereditaria (84). Este compuesto es capaz de desviar el
metabolismo celular desde la glicolisis hacia el metabolismo oxidativo (mediante la inhibicién de
PDK) revirtiendo el efecto Warburg ademas de restaurar vias de apoptosis que se encuentran
truncadas en algunas células tumorales (85). La caracteristica que diferencia al DCA de otros
compuestos anticancerigenos es el hecho de que muestra mas eficacia en experimentos in vivo
gue in vitro (con cultivos celulares). Esto puede ser explicado por el hecho de que reproducir el
microambiente tumoral con todas sus caracteristicas (concentracion de glucosa, tension de
oxigeno, acidosis etc) es bastante complejo y por tanto los resultados con cultivos in vitro no se

ajustan exactamente a la situacion in vivo (84).
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El Minerval® es un farmaco comercial cuyo principal componente es el acido 2-hidroxioléico
(20HOA), derivado del acido oleico, cuya accién hipotensora modula los niveles de proteinas
de sefalizacibn de membrana en tejidos cardiovasculares asi como la estructura de las
membranas celulares (86). Estudios recientes han demostrado que el Minerval interacciona con
las membranas celulares induciendo cambios de composiciéon y estructura, favoreciendo la
traslocacion de la proteinquinasa C (PKC) a la membrana plasmatica e influyendo por tanto en
la actividad del factor de transcripcion E2F1, importante regulador del ciclo celular. Dichos
cambios tienen un claro efecto anticancerigeno, como la inhibicion del ciclo celular en células
humanas de cancer de pulmén de la linea A549, o la induccién a apoptosis en células Jurkat de
leucemia humana (87),(88). Sin embargo, estos cambios no afectan al crecimiento de las
células normales estudiados por los autores de los trabajos citados y por tanto puede decirse
gue el Minerval no es un compuesto toxico para el organismo. Este compuesto ha resultado ser

eficaz en el tratamiento de gliomas en modelos preclinicos e incluso en ensayos clinicos (89).
Viroterapia e Inmunoterapia. Terapia combinada.

El principal problema en el tratamiento de los GBM es la presencia de células resistentes o
gue responden poco a los tratamientos actualmente existentes. La mayoria de estos tumores
recidivan en humanos en menos del2 meses y por ello se esta trabajando en la investigacion y
desarrollo de nuevas terapias capaces de eliminar estas células tumorales residuales. Algunas
de estas nuevas propuestas estan en fase pre-clinica y clinica de evaluaciéon y comprenden la
terapia génica y la viroterapia. Un ejemplo de terapia génica es la introduccion de transgenes
citotoxicos en las células tumorales, como por ejemplo el que codifica para la timidinquinasa
(TK) del virus herpes simplex. La TK permite la conversion del compuesto ganciclovir en su
derivado nucleotidico trifosforilado, analogo a la desoxiguanosina trifosfato, que resulta letal
para las células en proliferacion activa al incorporarse al DNA impidiendo su correcta
replicacion. Por ello se han llevado a cabo diversos estudios en los que se pretende que las

células del GBM incorporen el transgén de interés para poder tratarlas posteriormente con
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ganciclovir. Otra opcién es la introduccion en las células tumorales de vectores adenovirales
gue codifiquen para proteinas de elevada toxicidad, como una exotoxina del género bacteriano
Pseudomonae que interrumpe la sintesis de proteinas, lo cual provoca la muerte celular. En
este caso los vectores deben producir una diana terapéutica que sélo se exprese en las células
tumorales, para evitar la destruccién del tejido sano. En cuanto a las estrategias comprendidas
en viroterapia, todas se basan en la sintesis de oncovirus modificados capaces de replicarse en
las células tumorales y eliminarlas, ejerciendo un efecto téxico minimo en el tejido sano
circundante. Los virus mas utilizados para esto son el Herpes simplex, los Adenovirus, los
Retrovirus y los Reovirus (90). Estas estrategias pueden combinarse con la inmunoterapia, que
propone el reclutamiento de células T o células dendriticas, por ejemplo, hacia la zona del

tumor para desencadenar una respuesta inmune contra las células tumorales (91).

Células madre

Otro aspecto a considerar dentro de las estrategias terapéuticas contra los gliomas es la
presencia de células madre de origen tumoral (“cancer initiating cells” (CICs) o mas
concretamente en este caso “glioma initiating cells” (GICs)). Se ha demostrado que las GICs
tienen un papel clave en el crecimiento, capacidad invasiva, angiogénesis y capacidad de
evadir el sistema inmune de los gliomas. Ademas han sido identificadas como el origen de la
resistencia de estos tumores a la quimio y radioterapia. El nicho de las GICs determina las
caracteristicas de dichas células y controla el comportamiento del tumor, mediante el
reclutamiento de microglia y macréfagos asociados al tumor, que son componentes
indispensables del microambiente neoplasico. Estas células inflamatorias promueven el
crecimiento y la evasion del sistema inmune de los gliomas y estudios recientes han
demostrado que su poder infiltrativo esta correlacionado directamente con el nUmero de GICs
en el caso de los gliomas humanos (92). El TGF- es una citoquina relevante en el desarrollo

embrionario y en la homeostasis tisular, que desencadena una respuesta pleiotropica
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dependiente del estado y contexto celular. Esta molécula es un importante factor oncogénico
en tumores gliales de grado alto y unos niveles elevados de TGF-3 se asocian con una mala
prognosis, ya que esta involucrada en los procesos de angiogénesis, inmunosupresion,
invasion y proliferacion celular (93). El TGF- aumenta la capacidad de autorrenovacion de las
GICs, las cuales tienen capacidad para generar nuevos tumores que reproduzcan las
caracteristicas y diversidad celular del tumor inicial. Las GICs serian por tanto responsables del
inicio del tumor y de su propagacion, recurrencia y resistencia a los agentes terapéuticos, y una
manera de frenar su actividad podria ser inhibir el efecto de las moléculas de TGF-B que se
expresan de manera aberrante en el tumor. Estudios preclinicos en animales inoculados con
neurosferas (formadas a partir GICs) procedentes de gliomas humanos y previamente tratadas
con un inhibidor de TGF- 3 han demostrado que los animales inoculados con GICs tratadas
desarrollan tumores mas pequefios que los animales control y tienen una tasa de supervivencia
mayor, por lo que puede decirse que los inhibidores de TGF-B disminuyen la capacidad de

autorrenovacion y recidiva de los tumores derivados de las GICs (93).

Por otro lado, se ha demostrado que las células madre neurales (NSCs), en parénquima
cerebral normal humano, son capaces de migrar a regiones de tejido lesionado, por lo que se
estd estudiando su potencial como carriers para transportar genes terapéuticos y/o sus
productos a regiones afectadas por tumores. Incluso hay estudios preclinicos que han
comprobado la capacidad de NSCs exdgenas transplantadas en el cerebro de animales
afectados por tumores cerebrales, de migrar y diseminar moléculas bioactivas y vectores
retrovirales. Las NSCs son capaces de infiltrar la masa tumoral en respuesta a sefales
complejas compuestas por una mezcla de factores quimioatrayentes, quemoquinas, moléculas
adhesivas etc. y situarse en los limites del tumor para expresar el gen terapéutico con el que

han sido transformadas (94-96).

En el caso de las metastasis cerebrales, las células gliales activadas (glia reactiva) del

propio organismo, en concreto los astrocitos, rodean a las células tumorales produciendo

47



Introduccion

factores de transcripcion como TGF- e interleuquinas como IL-6 que favorecen el desarrollo
de la lesién (97). El marcador mas utilizado para detectar las presencia de estas células en
modelos pre-clinicos es la proteina glial fibrilar acidica (GFAP), que se observa especialmente
sobre-expresada en la region peritumoral y en menor cantidad en el centro del tumor (98). El

fendmeno de la astrogliosis también ha sido descrito en casos de infarto cerebral (99).

Otro factor a tener en cuenta en el caso de las metéstasis cerebrales es el fenébmeno de
“self-seeding” de algunos tumores como los de colén y mama y el melanoma, que consiste en
gue células circulantes de un tumor primario (CTCs) capaces de generar metastasis en otros
6rganos (como por ejemplo el cerebro) puede volver a la masa originaria del tumor primitivo y
re-infiltrarla, acelerando su crecimiento y promoviendo la angiogénesis. El fendmeno de “self-
seeding” puede acelerar el crecimiento del tumor y los procesos de angiogénesis, entre otros, y
podria explicar la relacion entre anaplasia, volumen tumoral, vascularidad, prognosis y recidiva

local (100).

1.2.4 Modelos animales

Actualmente, muchos de los avances en la caracterizacion de los tumores cerebrales, asi
como en la mejora del diagnéstico y tratamiento se estan llevando a cabo en modelos animales
gue desarrollan la enfermedad de manera muy semejante al ser humano. En el caso de los
GBMs, los modelos mas utilizados son aquellos inducidos por inyeccion estereotactica de
células de glioma en el parénquima cerebral, bien de lineas celulares de ratén (modelos
allograft) o de muestras obtenidas de biopsias de tumores humanos (modelos xenograft). La
linea GL261 de glioma de ratdn es una de las mas utilizadas para el estudio de GBM y se
inocula normalmente en animales de la cepa singénica C57BL/6, dando lugar a tumores con
caracteristicas invasivas e infiltrativas similares a las de los GBMs humanos (101). Dichos
tumores crecen de manera exponencial durante, aproximadamente, cuatro semanas,

ocasionando la muerte de los animales por efecto de masa al final de este periodo de tiempo.
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Ademas, estudios que correlacionan los hallazgos sobre angiogénesis tumoral obtenidos por
IRM (volumen sanguineo cerebral relativo) e histopatologia (marcadores de densidad vascular)
en este modelo, han demostrado que la RM es una técnica no invasiva capaz de caracterizar la
evolucion de este modelo y por tanto aplicable en estudios de mejora del diagnoéstico y de
respuesta a terapia (102). Estudios sobre alteraciones génicas, caracteristicas inmunolégicas y
sensibilidad a la radiacién demuestran la utilidad del modelo GL261 para investigar el efecto
anti-tumoral de diversas estrategias terapéuticas: inmunoterapéuticos, terapia génica,
guimioterapia, radioterapia o terapia antiangiogénica, teniendo en cuenta la moderada

inmunogenicidad intrinseca de las células GL261 en la cepa C57BL/6 (103).

Por otro lado, es cierto que los modelos inducidos, a pesar de tener la ventaja de presentar
un rapido desarrollo tumoral y de ser muy reproducibles no representan exactamente las
caracteristicas de angiogénesis e invasividad de los tumores cerebrales humanos. Por ello, se
han desarrollado modelos transgénicos en los cuales los tumores aparecen de manera
espontanea a lo largo de la vida de los animales, emulando de una manera mas precisa la
evoluciéon de la enfermedad en humanos (104),(105). Estos modelos se basan en la expresion
de transgenes o el silenciamiento knock-out de determinados genes involucrados en el
desarrollo de tumores cerebrales humanos primarios, por lo que son capaces de reproducir sus

patrones de progresion (106).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo era detectar respuesta temprana morfolégica y/o
metabdlica a terapia en tumores cerebrales de modelos animales murinos por resonancia

magnética nuclear. Los objetivos concretos planteados para ello fueron:

e Caracterizacién global de la respuesta a diversos agentes moduladores del
crecimiento tumoral por IRM/ERM. Analisis de la supervivencia post-tratamiento y
seleccion del agente mas eficaz.

e Estudio por IERM de cambios debidos al tratamiento en el patrén espectral
tumoral y peritumoral en animales tratados con el agente terapéutico previamente
seleccionado.

e Perturbacion del patron espectral cerebral obtenido mediante IERM de animales
tratados, en el momento de respuesta detectable por RM, para asi optimizar el

sistema de deteccion de respuesta a terapia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVOS CELULARES — CELULAS GL261

Las células de la linea GL261 de glioma murino fueron obtenidas del Tumor Bank
Repository, situado en el National Cancer Institute-Frederick en Frederick, USA. Esta linea fue
seleccionada por haber sido previamente caracterizada en el grupo (107,108) y por tener un
comportamiento altamente reproducible en la generacién de gliomas de alto grado (grado 1V)

en modelos animales de GBM (101).

Condiciones estandar de cultivo

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm? (Nunc, LabClinics SA, Barcelona) utilizando
medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma, Madrid) suplementado con 2,0 g/l
de Bicarbonato de sodio, 0,285 g/l de Glutamina, un 10% de Suero Fetal Bovino y un 1% de
penicilina-estreptomicina. Todos los suplementos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, Madrid,
excepto el suero, que procedia de Gibco, Invitrogen Corporation, Reino Unido. El periodo de
tiempo necesario para alcanzar la fase de confluencia (75-85% de la superficie del frasco
cubierta de células) era de 7 dias a partir del momento del subcultivo (ver también seccién 4.1
de Resultados). El cambio de medio se establecié en los dias 3 y 5 de cultivo. Las células se
cultivaron a 37°C en una atmosfera estéril con un 5% de CO, y humedad del 95% en un
incubador (HeraCell, 150i, Thermo Scientific). En el momento del subcultivo, el medio era
eliminado por aspiracion con una bomba de vacio y las células se lavaban con 10ml de PBS
estéril. A continuacion, después de eliminar el PBS, se afiadian 2ml de tripsina-EDTA (0,5 g/L y
0,2 g/L respectivamente) (Sigma, Madrid) para desprenderlas de las paredes del frasco y se
resuspendian en 8 ml de medio RPMI (10ml de volumen total de resuspensién). Dos gotas de
esta resuspension (7 x10° células aproximadamente) eran sembradas en los nuevos frascos.
Las células fueron adquiridas del NCI en viales en pase tres de cultivo y se subcultivaron

sucesivamente hasta el pase cuarenta, momento en el cual se descartaban para evitar posibles
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alteraciones en la capacidad de reproducir adecuadamente el modelo ortotopico de GBM

utilizado en este trabajo y descrito en el apartado 3.3.1.

Curva de crecimiento

La curva de crecimiento de las células GL261 se llevo a cabo durante 11 dias consecutivos
utilizando frascos de 75 cm? (n=3 para cada dia) y efectuando recuentos (n=3 para cada
frasco)) cada 24h. Los recuentos se realizaron en una camara de Neubauer utilizando el
colorante Trypan Blue para distinguir las células viables de las muertas, ya que estas Ultimas
no extruyen el colorante y aparecen de color azulado al ser observadas al microscopio. Las
alicuotas utilizadas para el recuento constaban de 180 ul de PBS, 50 ul de Trypan Blue y 40 ul
de la suspension celular obtenida de los frascos, tal y como se describe para el subcultivo en el
apartado anterior. Para calcular el total de células por frasco se hizo la media de los 4
cuadrantes de la camara de Neubauer y se aplico la siguiente formula que tiene en cuenta las

diluciones y volimenes correspondientes:

Cf =M xd xVcxVr eq. 3.1

Siendo Cf el numero total de células en el frasco, M la media del contaje de los cuadrantes;

d el factor de dilucion con PBS y Trypan Blue (d = 5 en este caso), VC el volumen de la

camara (V€ =10%cm® y Vr el volumen de resuspension (10 ml).

Los datos obtenidos se ajustaron a una curva sigmoidea con el programa SigmaPlot v8.0.
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3.2 MODELOS ANIMALES

3.2.1 Ratones C57BL/6

Los animales fueron obtenidos de los laboratorios Charles River (Charles River Laboratories
International, L’Arbresle, France). Para los experimentos llevados a cabo a lo largo de esta
tesis se emplearon hembras de 18-20 semanas de edad con pesos comprendidos entre los 20-
25 gramos. A lo largo de los diferentes estudios, los animales permanecieron alojados en las
instalaciones del Servei d’Estabulari de la Universitat Autbonoma de Barcelona (UAB). Los
estudios realizados con dichos animales fueron regulados segun los protocolos experimentales
previamente aprobados por el comité de ética de la UAB de acuerdo con la legislacion local y
estatal (DMAH (Departament de Medi Ambient i Habitatge) - 4600; CEEAH (Comissio d'Etica

en I'Experimentacié Animal i Humana) - 1176; CEEAH-1391).

A cada uno de los ratones que participaron en los diferentes estudios se le designé un
identificador Unico que permitiese distinguirlo de los demas. Dicho identificador constaba de la

letra C seguida de un nimero asignado de manera ordinal ascendente.

3.2.2 Colonia de animales transgénicos

Los animales transgénicos utilizados en este trabajo pertenecian al modelo S1003-v-
erbB/Inkd4a-Arf(+/-) de oligodendroglioma de bajo grado (105), y fueron obtenidos del repositorio
MMHCC, NCI-Frederick, USA. Estos animales presentan un alelo truncado del EGFR,
denominado v-erbB, que se expresa bajo el control del promotor murino S100B y cuya
sobreexpresion es responsable de la aparicion de ODGs. Por otro lado, la alteracion genética
Inkda-Arf(+/-), correspondiente a la delecion de dos supresores tumorales (que afectan a las
vias de Rb y p53) y que por si sola provoca la aparicion de tumores de alto grado, permite que
los tumores de este modelo transicionen a grado superior (ODG anaplasico, grado Ill). La
colonia se desarrollé bajo supervision en el Servei d’Estabulari de la UAB, y los animales con

genotipo de interés (ver mas abajo) y/o sintomas neurolégicos indicativos de posible patologia
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tumoral, fueron explorados por RMN (ver también seccién 3.6) de acuerdo a la legislacién local
y estatal vigente descrita anteriormente. La presencia del transgen y la mutacidon knock-out
fueron confirmadas por analisis de PCR afiadiendo pequefias modificaciones a los protocolos
disefiados por el Dr. David Goldberg (University of California San Francisco, USA) y el Dr. Dave
Sims (MMHCCNCI, USA). En resumen, el DNA se extrajo de una porcion de cola (1 mm) de los
animales con una solucién de lisis estdndar (50mM Tris-HCI pH=8, 1mM EDTA, 0,2 % SDS, 20
mM NaCl, 100 mg/l proteinasa K) a 55°C durante toda la noche. Para la amplificacion del gen
S100B-v-ErbB se utilizaron los encebadores 5’-CTCACAGCAATCTCAAAGCTCCCC-3’ y 5'-
AGCCTCCAAAGTCAGGTTGATGAGC-3’ (Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Germany),
segun lo descrito en (105). Para Ink4a-Arf(+/-) se utilizaron tres encebadores diferentes (para
analizar los dos supresores tumorales): 5-GTGATCCCTCTACTTTTTCTTCTGACTT-3, 5'-
CGGAACGCAAATATCGCAC-3, y 5-GAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCCA-3'. El protocolo
de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)] / namero de ciclos): [95/5] / 1,

[(95/1), (60/0.5), (72/2)] / 29; [72/10] / 1.

Los ratones transgénicos fueron identificados con la letra de la cepa de origen (S) seguida

de un nimero asignado de manera ordinal ascendente.

3.2.3 Ratones Swiss nude

Los animales Swiss nude (NU(Ico)-Foxnlnu (outbred)) fueron obtenidos de los laboratorios
Charles River (Charles River Laboratories International, L’Arbresle, France) por el Institut de
Recerca del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Los ratones permanecieron en dicho centro
en la primera fase experimental, durante la inoculacién y desarrollo de tumores derivados de
GBM humanos (ver apartado 3.3.2 dentro de esta seccién). Posteriormente, algunos de ellos
fueron trasladados a la UAB, donde continuaron el protocolo experimental por RMN con la

aprobacion del comité de ética (CEEAH-1176).
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3.3 TUMORES CEREBRALES

3.3.1 Modelo ortotépico de GBM murino

Las células de glioma GL261 fueron recolectadas del frasco de cultivo segun el
procedimiento descrito para el subcultivo en el apartado 3.1. Una pequefa alicuota se reservo
para efectuar el recuento, también segin lo descrito anteriormente. La suspension de células
se trasladé a un tubo Falcon de 15ml (DeltaLab S.L.U., Barcelona, Espafia) y se centrifug6 1,5
minutos a 1400g (Centrifuga Selecta S-240, ALCO, Terrassa, Espafia), para retirar el
sobrenadante y reservar el sedimento de células. Posteriormente se afiadid el volumen
adecuado de medio RPMI al sedimento para tener una concentracion de 10° células en 4 pl
segun la ecuacion:

(VixcCf)

VE =
10°

eq. 3.2

Siendo Vf el volumen final de suspension del sedimento, Vi el volumen de implantaciéon por

animal (4pl) y Cf el nimero de células totales extraidas del frasco.

Quince minutos antes de comenzar el proceso de inyeccion estereotactica, se administrd
analgesia a los animales (hembras C57BL/6) por inyeccion subcutanea: Meloxicam (Boehringer
Ingelheim Espafia, S.A.), (1,0 mg/Kg). A continuacion los animales fueron anestesiados con
una mezcla de ketamina (Parke-Davis S.L., Madrid) y xilazina (Carlier, Barcelona Espafia) (80 y
10 mg/Kg, respectivamente) administrada intraperitonealmente, e inmovilizados en un sistema
estereotactico (Kopf Instruments, Tujunga/CA, USA) como se muestra en la Figura 3.1.
Después de exponer el craneo se realiz6 una perforacion de 1 mm de diametro con un
microtaladro (Fine Science Tools, Heidelberg, Alemania) 0,1 mm posterior a Bregma (en
sentido caudal) y 2,32 mm lateral a la linea media (derecha), en la zona correspondiente al

estriado. A continuacién, se inyectaron 4 pl de la suspension celular (10° células) mediante una
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jeringa Hamilton de 26G (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), utilizando un inyector digital (Harvard
Apparatus, Holliston/MA, USA) a una velocidad de 2 pl por minuto, a una profundidad de 3,35
mm desde la superficie del craneo. Una vez finalizada la inyeccion, se esperaron 2 minutos
antes de extraer suavemente la Hamilton, para evitar que las células fuesen arrastradas al
exterior. Los animales fueron suturados con seda del calibre 5/0 (Braun, Barcelona, Espafa) y
permanecieron a una temperatura aproximada de unos 25°C bajo una lampara de infrarrojos
durante su recuperacion de la anestesia. Una vez despiertos, se les administré Buprenorfina
(Buprex, Schering-Plough, Madrid, Espafia) (0,05 mg/kg) por via subcutanea como analgésico

y durante 2 dias tras la operacién se les administré Meloxicam cada 24h (1,0 mg/Kg).

FIGURA 3.1: A la izquierda se muestra una imagen general del sistema de inyeccién estereotactico
utilizado para inocular células GL261 en el estriado de los ratones C57BL/6. A la derecha puede verse

una ampliacion del craneo de un animal durante el proceso de implantacion.

3.3.2 Modelo xenograft de GBM humano

Las biopsias de GBM humano fueron recolectadas en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau (en colaboracibn con Ramon Mangues Bafalluy y M2 Virtudes Cespedes Navarro, del
Grupo de Oncogénesis y Antitumorales. Institut d’Investigacions Sant Pau (lIB Sant Pau)-

Hospital de Sant Pau y de Frederic Bartumeus Jene, Joan Molet Teixido y Fernando Mufioz
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Herndndez, del Servicio de Neurocirugia, Hospital de Sant Pau, Barcelona). En reumen,
pequefios fragmentos de dichas biopsias fueron inoculados en los flancos de hembras Swiss
nude de 4 semanas de edad mediante un sistema trocar. Cuando los tumores alcanzaron un
volumen de aproximadamente 500 mm? (Figura 3.2) fueron reseccionados y sometidos a
digestion enzimatica (por cada 150 mg de tejido se afiadieron 3 ml de tripsina 0,25%-EDTA y
30 pl de DNAsa (stock 100 pg/ml)), y se mantuvieron durante 30 min a 37°C en agitacion.
Posteriormente se efectud una disgregacion mecénica con pipetas de 10, 5y 2 ml (30 veces
con cada una) y se resuspendieron las células en medio DMEM (Sigma-Aldrich) hasta 20 ml.
Por dltimo, la solucion obtenida se filtr6 con una malla de nylon y se centrifugd a 200 ¢
(centrifuga Thermo B4i Multifunction, Fisher Scientific, Madrid) durante 10 min. Las células
obtenidas se inocularon mediante inyeccion estereotactica de la misma forma descrita que para
las células GL261, en el corpus striatum (coordenadas: 0,5 mm anterior, 1,5 mm lateral y 4 mm
interior desde el craneo) de hembras de ratén Swiss nude, en una concentracion de 2,5 x 10°
células en 5 pul (efectuando el contaje y resuspension posterior de la misma manera que la
descrita para las células GL261). Cuando los animales se hubieron recuperado de la
intervencion fueron trasladados al Servei d’Estabulari de la UAB, donde permanecieron hasta la

finalizacion de los estudios en los que participaron.

FIGURA 3.2: Ejemplo de tumor subcutdneo (rodeado por un évalo rojo) creciendo en un flanco de

ratén Swiss nude tras la inoculacion de células procedentes de una biopsia de GBM humanao.
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En ambos modelos, los animales inoculados intracranealmente fueron supervisados en el
Servei d’Estabulari de la UAB desde el inicio del protocolo DMAH-4600, segun la seccion
incluida en el Anexo 3, para valorar su estado fisico y proceder al sacrificio en los casos en los

gue fuese necesario.

3.4 PROTOCOLOS DE TERAPIA

Una vez establecido el patrén de crecimiento estandar de los tumores GL261 y la tasa de
supervivencia de los animales implantados, se llevaron a cabo diversos protocolos con agentes
terapéuticos considerados como moduladores potenciales o establecidos (segun la literatura)
del crecimiento tumoral. Se analiz6 la accion y efecto de dichos agentes mediante la deteccion
de cambios en el patron metabdlico y de crecimiento de los tumores y en la tasa de

supervivencia de los animales tratados, en comparacién con el grupo control.

Los animales inoculados con células tumorales fueron tratados con diferentes moduladores
del crecimiento tumoral para estudiar mediante IRM/ERM/IERM los efectos de dichos agentes
en la evolucion de la enfermedad. Los diferentes tratamientos comenzaron a aplicarse una vez
gue los tumores tenian un tamafio suficiente para poder adquirir un espectro single voxel (SV)
de 2,5 mm?® de su interior, evitando contaminaciones procedentes del tejido peritumoral o sano

circundante (Ver también apartado 3.6.1.2 de Materiales y Métodos).

3.4.1 MODELO ORTOTOPICO DE GBM

3.4.1.1 TEMOZOLOMIDA (TMZ):

La TMZ se obtuvo de Sigma-Aldrich, Madrid. Se disolvi6 en DMSO (72) en una
concentracion de 200 mg/ml y se sonicé, para facilitar su completa disolucion, siguiendo un

protocolo de 4 pulsos de 30% de amplitud y 5 segundos de duracién cada uno intercalados con
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periodos de descanso también de 5 segundos (Ultrasonic Processor VCX750, Sonics &
Materials, Inc., Newtown, CT 06470-1614 USA). A partir de esta solucién madre se prepararon
las dosis para administrar a los animales (60 mg/Kg), diluyéndola en el vehiculo de
administracién (DMSO 10% en suero fisiolégico) hasta una concentracion de 6 mg/ml. El
volumen de administracién para cada ratén fue de 200 ul y se suministré6 mediante una sonda
intragastrica recta de 20G y 38 mm de longitud (Popper & Sons, New York, USA). La dosis de
TMZ se ajusto al peso de los animales durante el protocolo y se ajustd el volumen final a 200 pl

con el vehiculo de administracion.

Se llevaron a cabo los siguientes tipos de protocolo con administracion de TMZ:

3.4.1.1.1 Protocolos de tolerancia:

Animales WT

Antes de comenzar los estudios con animales implantados, se hizo una prueba de toxicidad
aparente llevando a cabo un seguimiento de posibles alteracionres morfolégicas y de
supervivencia con animales WT, para comprobar que la dosis a administrar, combinada con el
tiempo de exploracidon bajo anestesia en el iman, no comprometian visiblemente la salud de los
ratones. Para ello se utilizaron doce hembras C57BL/6, que fueron distribuidas en cuatro
grupos de tres individuos cada uno. Se administré6 TMZ a los animales de cada grupo durante
dos, tres, cuatro y cinco dias consecutivos respectivamente, para comprobar si el farmaco
resultaba téxico desde el principio a una dosis concreta o era bien tolerado incluso durante el
protocolo de 5 dias, que era el inicialmente seleccionado para aplicar en estudios posteriores y
basandonos en resultados anteriores de otros grupos (73). La dosis administrada cada dia fue
la descrita en el apartado 3.4.1.1. Los animales fueron sometidos a exploraciones por

IRM/ERM (apartado 3.6.1 de esta seccion) de 30 min de duracion en los siguientes puntos
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temporales: justo antes de la administracién de la primera dosis, 4 h después, una vez al dia

durante todo el tratamiento y un dia después de haber finalizado el tratamiento.
Animales GL261

Se utilizaron doce hembras C57BL/6 divididas en cuatro grupos de tres individuos cada uno,
administrando la misma dosis diaria de TMZ (60mg/Kg) durante dos, tres, cuatro y cinco dias
consecutivos, respectivamente, segun el grupo. Las exploraciones por RM se llevaron a cabo
de la misma manera que en el caso de los animales WT. La unica diferencia fue que la
exploracion después de la primera dosis fue a las 6h en vez de a las 4h post-administracién,

por motivos que quedan explicados en la seccion 4.3.1.1 de resultados.

3.4.1.1.2 Protocolo de terapia de cinco dosis (un ciclo)

Un total de 26 animales fueron inoculados con células GL261 segin el procedimiento
descrito en la seccion 3.3.1 de Materiales y Métodos. El objetivo de este protocolo de terapia
era estudiar cambios en el volumen y patron espectroscépico de los tumores tratados respecto
al control y cambios en la supervivencia de los animales. Segun el estudio volumétrico de
tumores GL261 estandar (ver también secciones 3.6.1.1 y 4.2.1.1), fijamos el dia de inicio de
terapia como el 10-12 post-implantacion (tumores listos para adquirir un SV de (2,5mm)?3),
teniendo en cuenta que no siempre los tumores crecen al mismo ritmo y que hubo que adaptar
las exploraciones en algunos casos posponiendo el dia de inicio de la terapia mas alla del dia
12, hasta el momento en que los tumores estuvieron listos volumétricamente. A partir de ese
momento, los animales recibieron una dosis diaria durante 5 dias consecutivos (60mg/Kg qd x
5 p.o.), siendo éste el primer ciclo del protocolo global descrito a continuacién (Figura 3.3).
Como caso particular del protocolo de un ciclo de terapia, seis de los 26 animales fueron
tratados (60mg/Kg qd x 5 p.o.) desde el dia dos post-implantacién (aunque el volumen del
tumor no cumpliese los requisitos) para comprobar si el momento de inicio de la terapia influia

en los resultados. Dichos animales fueron explorados el dia 15 post-implantacién por IRM/ERM
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para comparar el volumen tumoral con el de los tumores estandar sin tratar el mismo dia de
evolucion. De los 26 animales investigados, diez fueron explorados por IRM/ERM cada tres
dias desde el dia tres post-implantacion hasta la muerte/sacrificio, para tener un registro
completo de la evolucion de los tumores a lo largo del tiempo y poder elaborar una curva de
crecimiento tumoral detallada para compararla con la curva de crecimiento estandar en
ausencia de terapia. El resto (otros diez individuos) fueron explorados Unicamente cada cinco
dias, para poder cotejar las etapas de crecimiento tumoral con lo anteriormente descrito y

realizar el analisis de supervivencia global correspondiente.

Implantacion n=2&

Grupo & ek
Grupo B n=10 Ciclo 1
Grupo C nek 1
Grupo D n=4 I 1
[ | | l B
Dia 0 Dia 2 Dia 11 Dia 15 Dia 20
| Grupe A | Grupo B Gupo D
T——— Grupo | I—'
Implantacion n=38 Ciclo 1 Clela 2 Ciclo 3
Gnipo E n=12 | i
Grupo F n=26 | 1 —r—
[ | 1 | 1 | |
Dia 0 Dia 11 Dia 15 Dia 19 Dia 20 Dia24 Dial
Grupo E
| GrupoF

FIGURA 3.3: Diagrama genérico de los protocolos de terapia investigados con uno (parte superior) y tres
ciclos (parte inferior) de tratamiento con TMZ a lo largo del tiempo desde el dia de implantacion (flecha
negra). Los tramos verdes y las llaves indican la duracién de cada ciclo y las flechas verdes el momento
de inicio de cada uno (en el caso de un ciclo de terapia hubo tres puntos temporales de inicio diferentes
segun el planteamiento experimental, pero la duracién del ciclo se dibuja sélo en el caso general de inicio
a dia 11). Los grupos de animales estudiados con cada protocolo estan sefialados en el diagrama y se

explican con detalle en la seccion 4.2.1.2.a.
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3.4.1.1.3 Protocolo de terapia de tres ciclos

Este protocolo se llevo a cabo con doce animales GL261 segun lo descrito en 3.3.1. En este
caso, el protocolo de tratamiento fue de 3 ciclos en total, distribuidos segun la Figura 3.3: una
dosis diaria durante 5 dias consecutivos el primer ciclo (60mg/Kg gd x 5 p.o.), 3 dias de
descanso, 2 dias consecutivos el segundo ciclo (60mg/Kg qd x 2 p.o.), 3 dias de descanso y un
tercer ciclo idéntico al segundo (60mg/Kg qd x 2 p.0.). Se ajustd la dosis diaria a administrar
segun articulos publicados previamente por distintos autores. Asimismo, el periodo de
administracién también fue una combinacién de los descritos anteriormente para TMZ con este
tipo de tumores y en los que se mostraba un efecto de respuesta a nivel volumétrico. Se tuvo
en cuenta que dado que los animales serian sometidos a diversas exploraciones por RMN, lo
cual podria alterar en cierta manera su estado fisico, era conveniente no prolongar demasiado
cada ciclo de terapia y dejar tiempos de descanso lo suficientemente amplios como para
facilitar la recuperacion de los animales entre ciclos. Estos periodos entre ciclos de terapia
deberian ademds, segun nuestra hipo6tesis de trabajo, permitir a las células tumorales no
afectadas por ciclos anteriores recuperar el nivel necesario de proliferacion para que la
siguiente dosis de TMZ fuese efectiva y obtener resultados similares a los de otros autores
(109-111). Los animales fueron implantados en dos momentos diferentes (n=6 en cada
implantacion) y fueron tratados segun este protocolo. En ambos casos la terapia comenzo a
administrarse el dia 11 post-implantacion y los animales fueron explorados por ERM/IRM cada

4-5 dias hasta su muerte/sacrificio.

3.4.1.2 TEMOZOLOMIDA Y METFORMINA

La dosis de metformina administrada fue de 2,5 mg/Kg (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) por
via oral (83). Se prepar6 una solucion madre del compuesto en suero fisioldgico y de aqui se
extrajo el volumen que contenia la concentracion de metformina indicada para cada animal
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(180 pl por cada 20 g de peso) y se mezcld con la solucién de TMZ en DMSO, de manera que
el volumen final de administracién p.o. sigui6 siendo de 200 pl por animal y la concentracién de
TMZ era de 60 mg/Kg como en el estudio descrito en 3.4.1.2. Un total de seis animales fueron
inoculados con células GL261como en 3.3.1 y tratados segun el protocolo de tres ciclos
descrito en la seccion 3.4.1.1.3 de este apartado. Las exploraciones por IRM/ERM se llevaron a
cabo cada cinco dias aproximadamente desde el inicio de la terapia para comparar los
volimenes obtenidos con los puntos temporales correspondientes de la curva de crecimiento

de los tumores GL261 estandar.

3.4.1.3 DICLOROACETATO

El DCA fue adquirido de Sigma-Aldrich, Madrid y se administr6 a los animales disuelto en
suero fisiologico (200 pl). La dosis por animal fue de 75 mg/Kg (112) y la administracion fue
diaria, mediante sonda gastrica, desde el momento en que se implantaron los tumores hasta la
muerte de los animales. En este caso solo se analizé la supervivencia para comprobar si el
DCA afectaba significativamente o no respecto a los animales con tumores GL261 controles sin

tratamiento.

3.4.1.4 MINERVAL

El Minerval fue obtenido de Lipopharma (Palma de Mallorca, Espafia). Para su
administracion, el farmaco fue disuelto en aceite de oliva extra virgen (Borges, Tarragona,
Espafa) por ser un buen excipiente para el 20HOA, hasta obtener una concentracion de
300mg/ml. Esta disolucion se prepard diariamente durante todo el periodo de tratamiento. La
dosis administrada fue de 600mg/Kg (88) de peso al dia y se utilizaron sondas intragastricas

como método de administraciéon (como en 3.4.1.1). Los animales se pesaron diariamente antes
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del tratamiento por recomendacion del distribuidor (Lipopharma) y, en caso de que alguno
mostrase sintomas de pérdida de peso superiores a dos gramos, se dejaron uno o dos dias de
descanso en el protocolo de terapia hasta que hubiese signos de recuperacién para reanudar el
tratamiento. El protocolo se inicié en el mismo punto de crecimiento tumoral que los anteriores
(dia 10-12 post-inoculacion) y el farmaco se administré una vez al dia hasta la muerte de los
animales. Las exploraciones planificadas por IRM/ERM tenian la misma periodicidad que las
realizadas durante el protocolo de tres ciclos de TMZ (seccion 3.4.1.1.3 de Materiales y

Métodos).

3.4.2 MODELO XENOGRAFT DE GBM HUMANO

Un total de treinta y dos animales Swiss nude, implantados con células procedentes de
biopsias extraidas de GBM humanos, fueron tratados siguiendo el mismo protocolo de cinco
dosis de TMZ en un solo ciclo descrito en la seccion 3.4.1.1. Dichos animales fueron inoculados
con células de muestras no respondedoras y respondedoras a terapia (diagndstico basado en
la historia clinica, evoluciéon y supervivencia de los pacientes) e incluidos en un estudio de
supervivencia con o sin tratamientos con TMZ. Veintidds de los tumores fueron explorados por
IRM a partir del dia 7 post-implantacién cada 7 dias hasta que alcanzaron el tamafio apropiado
(ver apartado 3.4.1.1.2) para iniciar el protocolo de terapia, entre los dias 21 y 180 post-
implantacién. Quince de los animales recibieron la dosis de TMZ descrita previamente en la
seccion 3.4.1.1.2 y los cinco restantes el vehiculo de administracion (10% de DMSO en suero
fisiolégico). Los otros diez animales que no fueron explorados por IRM comenzaron a recibir
TMZ (n=5) o vehiculo (n=5) en el momento en que el primero de los animales del grupo

explorado alcanz6 el tamafio de tumor adecuado para tratamiento.
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3.5 PREPARACION DE GOTICULAS LIPIDICAS ARTIFICIALES

Las goticulas lipidicas artificiales (artificial oil bodies (AOBs)) fueron sintetizadas segun lo
descrito por Chen et al (113) en colaboraciéon con Juana Martin-Sitjar (GABRMN, Universitat
Autonoma de Barcelona), utilizando 20 pl de triacil glicerol (TAG) obtenido de aceite de sésamo
(Prosperity Resources INT’L, Irvington, USA), 150 ug de dioleil fosfatidilcolina (Sigma-St Louis-
USA) y 225 ug de oleosina (sobreexpresada en E. coli segun el protocolo descrito en (114). Se
afiadieron 400 pl de creatina 100 mM para alcanzar una concentracion final de 40 mM en la
solucion, y este compuesto fue utilizado como estandar interno. El volumen de resuspension de
las goticulas se completé hasta llegar a 1 ml con tampdn de fosfato de sodio deuterado
(minimal buffer) 10 mM y el pH se ajusté a 7,5. La mezcla fue sonicada (Sonics, VCX750)
durante 20 segundos aplicando cuatro pulsos de 5 segundos de duracién y un 30% de amplitud
(potencia) alternados con periodos de descanso de 5 segundos. El proceso de sonicacion se
repitio tres veces por muestra y al final de cada repeticion las muestras se mantuvieron durante

5-10 minutos en hielo para compensar el calentamiento producido durante el proceso.

Las goticulas fueron examinadas por microscopia en LAFEAL (Universitat Autbnoma de
Barcelona) utilizando un microscopio Leica Qwin 500 (Wetzlar,Germany) con cadmara Leica
DC200 y software Leica DCviewer versiébn 3.2.0.0 (Leica Microsystems, Germany), para
comprobar que el tamafio (diametro 0.78 + 0.58 um), la forma y la consistencia de las AOB
eran los adecuados segun lo descrito en (113). La resoluciéon obtenida con este sistema,
utilizando un objetivo 100x y una lente 1x fue de 0,111 pm. Finalmente el DMSO (concentracion
final de 20mM) fue afiadido a la solucion de AOBs. Se incubaron las muestras a 37°C durante
30 min y después se centrifugaron 5 min a 800 g para obtener dos fases distintas: un

sobrenadante consistente en el “cake” de goticulas lipidicas y el tampdén de disolucién debajo.
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3.6 ESTUDIOS POR RMN

3.6.1 In vivo

Los estudios in vivo se llevaron a cabo en un iman horizontal de 7T (BioSpec 70/30, Bruker
BioSpin, Ettlingen, Alemania) instalado en el Servei de RMN (SeRMN) de la UAB, equipado con
gradientes (bobina de gradientes B-GA12 insertada en un sistema de gradientes B-GA20S) y
una sonda de de recepcion de superficie en cuadratura, desacoplada activamente de una

sonda de emisidon de volumen de 72 mm de diametro interno.

Esta configuracion de alto rendimiento proporciona intensidades de gradientes de hasta
400mT/m, con velocidades de cambio de 5.500T/m/s y tiempos de activacion de 80
microsegundos, y dispone de corrientes para la homogeneizacion del campo magnético sobre

la muestra elevadas, que pueden alcanzar los 240Hz/cm?/A.

Los animales fueron colocados en una plataforma adecuada para el escaner y anestesiados
con isoflurano 0,5-1,5% en O,, de manera que su patron respiratorio se mantenia a frecuencia
constante (60-80 respiraciones por minuto). La temperatura de los animales se mantuvo
constante (36,5 - 37,5 °C) por medio de un bafio de agua recirculante conectado a la
plataforma para animales. En el caso de animales estudiados en situacion de hiperglicemia (ver
también apartado 3.6.1.3) los estudios se llevaron a cabo en situacion de hipotermia moderada
(~30°C). Un mismo sistema de monitorizacion permitid controlar la temperatura rectal y la

frecuencia respiratoria: SA Instruments, Inc., New York, USA.

3.6.1.1 Estudios por IRM

Imagenes ponderadas en T, (Tow)

La progresion tumoral de los animales mencionados en el apartado 3.4 de protocolos de

terapia se estudi6 mediante secuencias de alta resolucion ponderadas en T, (T,,-HR) en los
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planos axial y coronal. Los parametros de adquisicion fueron los siguientes: Secuencia RARE,
echo train length, 8; campo de vista (FOV), 19.2 x 19.2 mm; matriz (MTX), 256 x 256 (75 x 75
pm/pixel); numero de cortes (NS), 10; grosor de cada corte (ST), 0.5mm; espacio entre cortes
(Gap) 0.1mm; TR/TE, 4200/36ms; numero de promedios (NA), 4; tiempo total de adquisicion

(TAT), 6 miny 43 s.

Para medir el volumen de los tumores se utilizaron las secuencias T,,-HR en el plano
coronal y secuencias en 3D. Los parametros de las secuencias en 3D fueron los siguientes:
Secuencia RARE, echo train length,16; FOV, 20 x 20 x 15 mm; MTX, 128 x 128 x 64 (156 x 156

x 234 pm/pixel); NS, 1; ST, 15 mm; TR/TE, 1000/42,5 ms; NA, 1; TAT, 8 miny 32 s.

En el caso de las imagenes T,,-HR, la férmula empleada para aproximar el volumen tumoral

fue (ver también figura 3.4):
VT (mm?) =[[AS, xGS]+[[AS, +(...)+ AS,, |x(GS + DE)]]x 0,075% eq. 3.3

Siendo VT el volumen tumoral, AS el area de tumor medida en pixels medida en cada una de

las 10 secciones, GS el grosor de cada seccién (0,5 mm), DE la distancia entre secciones

(0,1 mm) y 0,075 mm?el &rea de cada pixel.

El area de cada corte del tumor (AS) se midi6 mediante un sistema automatico de
generacién de regiones de interés (ROIs) accesible desde el programa Paravision 5.0 (Bruker
BioSpin, Ettlingen, Alemania). Dicho programa calcula el area de las ROIs en pixels. En el

caso de las secuencias T,,-HR, el volumen de tumor que no quedoé registrado en imagen por

estar en el espacio entre secciones se estimé sumando este espacio ( DE) al grosor de la

seccion correspondiente (Eg. 3.3).

En las secuencias 3D este parametro no se utilizé6 porque todo el volumen tumoral quedé
registrado en imagen. Las secuencias 3D aparecen al visualizarlas como una sucesion de

imagenes coronales contiguas cuyo grosor es el equivalente al grosor de los pixels que las
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componen. Entre dichas imagenes se seleccionaron aquellas en las que podia detectarse
presencia de masa tumoral (regiones de anomalia en T,) y se trazaron ROIs de la misma
manera que en las imagenes T,,-HR rodeando las lesiones. Para calcular el volumen tumoral
se multiplicé la suma de las areas de todas las ROls por el grosor total (humero de imagenes

con tumor por el grosor de un pixel (0,234mm):
VT (mm’) =(AS, + AS, +(...) + AS,)x 0,0057 eq. 3.4

Siendo VT el volumen tumoral, AS el area de tumor en pixeles medida en cada una de las

imagenes y 0,0057 mm? el volumen de cada pixel.

| . . -
DE

FIGURA 3.4: Esquema del calculo del volumen tumoral en las imagenes T,,-HR. A la izquierda se
muestra un corte axial de cerebro de ratén con una masa tumoral en el hemisferio derecho. Las tres
barras horizontales representan tres secciones adquiridas por IRM, siendo el grosor de cada una GS. La
distancia entre secciones queda sefialada como DE. A la derecha se muestra el esquema de una imagen
con orientacién coronal, adquirida a partir de una de las secciones representadas a la izquierda en el

corte axial. AS es el area tumoral medida en pixels en cada imagen. Como ejemplo se muestran dos AS
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diferentes a la izquierda; AS; y AS,. Puede observarse que para medir el volumen tumoral total hay que

tener en cuenta el DE en todos los AS excepto en A; (ver eg. 3.3).

Imégenes ponderadas en T, (T;,)

En el caso de tumores de animales transgénicos, se llevaron a cabo estudios pre y post
inyeccion intraperitoneal de Gadolinio-DTPA (Magnevist, Schering, Espafa), para detectar
roturas en la BHE y poder asi orientar mejor el grado de la lesion. Se utiliz6 una secuencia
ponderada en T, para detectar cambios en la captacion de contraste (T,,-CE) cuyos
parametros de adquisicion fueron los siguientes: Secuencias Spin Echo con FOV, 17,6 x 17,6
mm; MTX, 128 x 128; NS, 3; ST, 1 mm; Gap, 0,1 mm; TR/TE, 350/8,5 ms; NA, 1; TAT, 44 s 800
ms. La secuencia se adquirié antes y después de la inyeccion i.p. de Gd-DTPA (0.6 mmol/Kg).
Esta prueba también se llevé a cabo en el estudio preliminar con animales Swiss nude para

caracterizar los tumores procedentes de biopsias humanas (seccion 4.2.2.1).

3.6.1.2 Estudios por ERM

Los patrones espectroscopicos de parénquima cerebral normal y tumoral fueron adquiridos
con secuencias de *H-ERM, que se llevaron a cabo colocando el volumen de interés (voxel) de
forma que quedase totalmente englobado en el tejido en estudio. En el caso de los tumores, los
estudios por ERM se iniciaron cuando el volumen de la lesion era lo suficientemente grande
como para colocar un voxel de (2,5 mm)3(2,5 x 2,5 x 2,5 mm; 15,6 ul) en su interior sin abarcar
tejido peritumoral/normal para evitar contaminaciones de metabolitos procedentes del tejido
circundante en el patrén espectral de interés. En el caso de animales WT sin tumor, el VOI se
coloco en una zona del parénquima cerebral comparable, centrada en el punto habitual de
inyeccion estereotéctica en el estriado. Para ello se utilizaron secuencias con localizacion
PRESS y supresiéon de agua con el método VAPOR (115) a dos tiempos de eco: 12 ms y 136

ms. Los parametros de adquisicion fueron: Amplitud espectral (SW), 4006.41 Hz; TR, 2500 ms;
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NA, 128; TAT, 5 min y 30 sec. Para los experimentos a tiempo de eco corto se adquirieron
espectros de agua no suprimida (4 NA) para utilizarla como referencia en la cuantificacion de
metabolitos. Estas secuencias se emplearon en el estudio de los animales WT, ratones
C57BL/6 inoculados con GL261 (que también denominaremos como animales GL261)
descritos en el apartado de protocolos de terapia y ratones Swiss nude inoculados con

muestras de GBM humano.

A los ratones WT y GL261 se les inyect6 DMSO i.p. durante los estudios de ERM para
analizar la influencia de la resonancia de este compuesto en el patron SV espectral de cerebro
normal y de GBM y calcular la cinética de lavado de dicho compuesto en ambos tipos de tejido

(ver seccion 4.3.1.1).

3.6.1.3 Estudios por IERM

Treinta y cinco ratones implantados con células GL261, siete animales Swiss nude
inoculados con muestras de GBM humanos y cinco ratones GEM afectados por ODGs de
grado Il y grado Il con transiciéon a IV fueron estudiados con este tipo de secuencias IERM, que
permiten obtener informacién acerca de la heterogeneidad del patron metabdlico tumoral y del
tejido circundante. Se adquiri6 una imagen T,,-HR como referencia en cada caso, asi como
una secuencia IERM con tiempo de eco de 12 ms (TEC) ademas de una de 136 ms (TEL) en el
caso de los ratones sometidos a hiperglicemia y de los ratones Swiss nude. En todos los casos
excepto en los ratones Swiss nude se llevaron a cabo experimentos de IERM con perturbacion
metabdlica (IERM-PM) por inyeccion intraperitoneal de DMSO (n=21) y glucosa (n=6). Para los
estudios con DMSO se inyectaron i.p. 200 pul de DMSO al 10% en suero fisiolégico y para los
estudios de hiperglicemia se inyectaron i.p. 10 ul /g de una solucién al 25% (peso/volumen) de
D-Glucosa en suero fisiolégico. Tras la inyeccion del bolus se adquirieron IERM consecutivos a

TEC y TEL que variaron en nimero segun el protocolo establecido en cada caso:
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En tres de los ratones GL261 y tres ODGs estudiados con DMSO, se adquirieron cinco
secuencias consecutivas a TEC post-inyecciéon para registrar el momento de maxima
intensidad de DMSO en parénquima cerebral (normal y/o tumoral). En el resto de ratones
GL261 estudiados con este compuesto (n=26) solo se adquirieron tres secuencias
consecutivas de IERM a TEC post-inyeccion, porque ya se habia comprobado en los casos
anteriores que el maximo de intensidad de DMSO en el tumor se alcanzaba en esta franja
temporal inicial. En el caso de los seis ratones GL261 y los tres ODGs estudiados en situacion
de hiperglicemia, se adquirieron dos secuencias IERM una hora después de la inyeccion del

bolus de glucosa: una a TEC (88 min post-inyeccidn) y otra a TEL (66 min post-inyeccion).

Las secuencias de IERM se adquirieron utilizando el método 2D Chemical Shift Imaging
(CSI) con localizacion PRESS. Los parametros utilizados fueron: FOV, 17,6 x1 7,6 mm,;
Volumen de Interés (VOI), 5,5 x 5,5 x 1,0 mm, colocado de manera que abarcase parte del
tumor y del tejido normal/peritumoral; ST, 1 mm; TR, 2500 ms; SW, 4006,41 Hz; 512 NEX; TAT,
21 my 30 s (Figura 3.5). La supresion de agua se efectud con el método VAPOR (300 Hz de
ancho de banda). Los shims lineales y de segundo orden fueron ajustados automaticamente
con el método FASTMAP (16) en un volumen de 5,8 x 5,8 x 5,8 mm, dentro del cual estaba
incluido el VOI. Seis bandas de saturacién (ST,10 mm; pulsos sech-shaped: 1,0ms/20250Hz)
se posicionaron alrededor del VOI para minimizar el efecto de las sefales provenientes del
exterior (Figura 3.6). La resolucion especial obtenida quedd6 definida por una matriz de 8 x 8
voxels en el FOV (4,84 pl de resolucién nominal). Posteriormente, mediante una interpolacion
de Fourier, se reconstruyé una matriz de 32 x 32, tal y como se describe en (108), lo que
produjo una resolucion final de 0,30 pl/voxel. En dicha matriz interpolada se encontraba el VOI

seleccionado (10 x 10 voxels).
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FIGURA 3.5: En la parte superior se muestra un ejemplo de VOI seleccionado sobre una imagen T2w-
HR de referencia. A la derecha aparece una ampliacién del VOI con los 100 espectros adquiridos en su
interior. Los cuadrados negros 1 y 2 sefialan dos espectros correspondientes a regiones de tejido
diferentes: 1-parénquima peritumoral/normal y 2-tumor GL261. En la parte inferior pueden verse los
patrones espectrales SV extraidos de los voxels sefalados en el grid que se muestra en la parte superior

de la imagen.
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FIGURA 3.6: Esquema de las seis bandas de saturacién colocadas alrededor del VOI en las secuencias
de IERM utilizadas para minimizar el efecto de las sefales del tejido exterior. De izquierda a derecha se

observa la localizacién del VOI (en rojo) en los planos coronal, sagital y axial (19).

3.6.2 In vitro

Los estudios correspondientes a phantoms de DMSO y TMZ se llevaron a cabo en el mismo
sistema que los estudios in vivo, descrito en el apartado anterior. Dos soluciones de TMZ
disuelta en el vehiculo de administracién se prepararon a diferentes pHs (8,26 y 5,91) dentro de
dos tubos tipo falcon de 15 ml para detectar las resonancias de la TMZ y la MTIC (metil-
triaceno-imidazol-carboxamida), siendo esta ultima la forma activa derivada de la TMZ a pH
basico (116), (117). Las dos soluciones fueron analizadas mediante 'H-ERM para SV (TE 12 y

136 ms) utilizando las secuencias descritas para los estudios in vivo.

Por otro lado, tres suspensiones que contenian el “cake” de AOBs y tres muestras de
minimal buffer que contenian DMSO vy creatina, todas ellas obtenidas tras centrifugar las
muestras iniciales descritas en la seccion 3.5, fueron analizadas por la técnica de HR-MAS
(High Resolution Magic Angle Spinning). Este conjunto de muestras se utilizd como modelo in
vitro para comprender los resultados obtenidos en los estudios IERM-PM con DMSO (ver
también seccidon 4.4 de Resultados). Las muestras fueron analizadas con un espectrémetro

Bruker Avance a 9,4 T 400 MHz, utilizando una sonda de HR-MAS para 'H-"*C/*'P (Bruker
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Espafola S.A., Madrid, Spain). La frecuencia de giro seleccionada fue de 3000 Hz para evitar la
presencia de sidebands en la region espectral de interés. Se fij6 la temperatura de la sonda a
309.1 Kelvin, tras hacer una calibracion previa de temperatura con metanol, para conseguir
trabajar con las muestras girando a 3000 Hz a una temperatura de 310 K (37 °C). Se
adquirieron espectros de 'H sin supresién de agua utilizando una secuencia de pulso-
adquisicion con angulo de 90° (6 us), anchura espectral de 12 ppm (4795,4 Hz), 16384 puntos

de digitalizacion, 15 s de tiempo de reciclaje y 64 registros por muestra.

Tres phantoms con la misma concentracién final de creatina y DMSO que las muestras de
AOBs sin centrifugar (40mM y 20mM respectivamente) fueron analizadas por HR-MAS de la

manera descrita arriba y se utilizaron como control para el experimento de las AOBs.

3.7 POST-PROCESAMIENTO

Los espectros SV adquiridos in vivo fueron procesados con el programa MestRec v 4.6.2.5
(Mestrelab Research S.L. (4Hz de apodizacion antes de la transformada de Fourier, fasado
manual de orden cero y uno y referenciacion a creatina en 3,03 ppm). Los espectros (in vivo)
de agua no suprimida se procesaron con 0 Hz de apodizacién. Las areas de los metabolitos de
interés se midieron por integracién manual con el programa MestRec. Los valores de T, y T,
utilizados para las correcciones en el calculo de concentraciones se asignaron segun lo
descrito previamente en la literatura: 2066 ms para el T1 y 46,2 ms para el T, del agua,
medidos in vivo en el estriado de animales C57BL/6 controla 7,0 T (118); 1348 ms y 1679 ms
parael T,y 441 msy 171 ms para el T, de colina y creatina respectivamente, medidos in vivo
en cerebro de rata a 9,4 T (119). Finalmente, los valores de T; y T, seleccionados para el
DMSO fueron 2180 ms y 385 ms respectivamente, medidos para la dimetil sulfona en cerebro
humano a 2,0 T (120). Se supuso que no habria diferencias significativas en los valores de T, y

T, de dichos metabolitos entre campos de 94 Ty 70 To 20Ty 7,0 T en el caso de la
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dimetilsulfona como modelo del DMSO. Las concentraciones de creatina, colina y DMSO

fueron entonces calculadas segun lo descrito en (107):

(MC) (umol/g)=( A j*(M

* nwater eq. 35
RG xC1xC2 A water Tinet X MW,

water

Donde MC es la concentracion de cada metabolito calculada en pmoles por gramo de agua en
el tejido cerebral; A es el area de la resonancia del metabolito de interés; RG es el receiver
gain; C1 (1 — eCTR/TY )y C2 (e(-TE/T2)) son los factores de correccion para los efectos de T1
y T2 respectivamente; n es el nimero de protones equivalentes presentes en la resonancia

considerada y MW es el peso molecular (18 g/mol para el agua).

Los espectros SV de animales tratados con uno y tres ciclos de TMZ fueron normalizados
con un script disefiado previamente en nuestro grupo (GABRMN) para ser utilizado en el
programa R v2.6.1 (The R Foundation for Statistical Computing). Otro script diferente para el
mismo programa se disefid para calcular los espectros promedio de los distintos grupos de

animales.

Los espectros IERM fueron post-procesados de la manera descrita en (108). En resumen,
los datos se procesaron inicialmente en una estacion de trabajo dotada con ParaVision 5.0
(Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania) y después se post-procesaron con un software diferente:
3d Interactive Chemical Shift Imaging v 1.9.10-3diCSI (Dept. Radiology, Columbia

University/NY, USA, (http://hatch.cpmc.columbia.edu/public/3DiCSI), para aplicar el ajuste de

line broadening (4 Hz de ajuste Lorentziano), la TF y el fasado de orden cero y uno. Los datos
en formato ASCII fueron exportados y se utilizaron en MatLab (The MathWorks Inc., Natick/MA,
USA) con otro mdédulo de software de procesamiento desarrollado por el GABRMN, el DMPM
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(http://gabrmn.uab.es/dmpm) para alinear los espectros en cada voxel de la matriz de IERM
referenciandolos a la resonancia de la colina total a 3,21 ppm, cuantificar intensidades relativas
de las resonancias de interés utilizando la altura de las sefiales en el espectro y codificar los
resultados en mapas de color de 10x10 voxels. Los espectros individuales fueron normalizados
entre 0 y 45 ppm a unit length (UL2) (se sumaron los cuadrados de las intensidades
detectadas en cada punto del espectro y después se dividié cada una de las intensidades por la
raiz cuadrada de dicha suma, eq. 3.6) (121) y exportados en un formato compatible con el
software SpectraClassifier (122) (http://gabrmn.uab.es/sc) v3.0 utilizado para el analisis de
reconocimiento de patrones y con los scripts del programa R utlizado para calcular los

espectros promedio de los diferentes tejidos presentes en el VOI de adquisicion (Figura 3.7).

. 1 i
Lygrmi = —228 eq. 3.6

/zé'sureazi)z

Donde I, €s la intensidad normalizada para cada punto del espectro e I,..,;i es la

intensidad inicial para cada punto entre Oy 4,5 ppm.
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SpectraClassifier 3.0

/ Espectros promedio
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Mapas codificados

FIGURA 3.7: Esquema de la estrategia de post-procesamiento utilizada para generar mapas codificados
en color para la intensidad de metabolitos concretos, espectros promedio o clasificadores de diferentes

regiones de tejido a partir de las secuencias de IERM adquiridas.

Los espectros de HR-MAS se procesaron con el software del fabricante del espectrometro
(TOPSPIN v 2.0, Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania) y con el software jMRUI v 4.0

(http://www.mrui.uab.es/mrui/). Se llevé a cabo una apodizacién de 1 Hz antes de aplicar la

transformada de Fourier y el espectro fue calibrado tomando como referencia la resonancia del
grupo N-metilo de la creatina a 3,03 ppm. Los metabolitos fueron cuantificados con AMARES,

un algoritmo no lineal que opera en el dominio del tiempo (123).
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3.8 ANALISIS DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES

Para desarrollar clasificadores de tumores cerebrales, cada espectro individual de las
matrices de las IERM adquiridas con perturbacion por inyeccion de glucosa (6 GBM y 3 ODG-II)
y de las IERM adquiridas en animales con tumores GL261 control (n=9) y en fase de respuesta
a TMZ (n=8) fueron normalizados a unit lenght (UL2) y utilizados como unidades/casos
(vectores espectrales) independientes. Determinados vectores espectrales normalizados (spv)
fueron seleccionados y divididos en dos grupos, entrenamiento y test independiente, de la
siguiente forma: para los animales de los estudios en hiperglcemia el grupo de entrenamiento
se compuso de 76 spv de GBM procedentes de cuatro animales; 70 spv de ODG-Il de dos
animales y 54 spv de tejido no tumoral (NT) y el grupo de test consistié en 61 spv de GBM (dos
animales); 31 spv de ODG-II con zonas de transicién a grado IV (un animal) y 23 spv de NT. En
el caso de los animales GL261 control y tratados con TMZ en fase de respuesta el grupo de
entrenamiento fue el siguiente: 108 spv de GBM (seis animales); 227 spv de GBM en respuesta
a TMZ (seis animales) y 64 spv de NT. El grupo de test se compuso de 73 spv de GBM (tres
animales); 50 spv de GBM en respuesta a TMZ (GBMr) (dos animales) y 31 spv de NT. El
criterio de seleccién de los spv fue el siguiente: no procedian de voxels situados en los limites
de la matriz de IERM donde el cociente sefial/ruido es mas bajo, ni de voxels situados en el
limite o en el limite entre el tumor y el tejido peritumoral, para evitar contaminaciones en el
patron espectroscopico. Ademas, en el caso de los ocho animales tratados con TMZ, se
excluyeron los vectores que en los estudios de PE-IERM con DMSO resultaron ser hot-spots de
acumulacibn de DMSO externa al tumor (ver también seccion 4.3.1.5) y que pueden
corresponder a tejido con alguna caracteristica diferente con respecto al parénquima cerebral

normal (Figura 3.8).
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FIGURA 3.8: A la izquierda, imagen T,, HR de referencia para secuencias de IERM; a la derecha
ampliacion del VOI a partir del cual se adquieren los espectros de interés. El borde del tumor aparece
delimitado por una linea punteada blanca. Sobre el VOI se muestra un ejemplo de seleccién de voxels
tumorales (derecha) y normales (izquierda) enmarcados con una linea negra para desarrollar
clasificadores con el Spectra Classifier v3.0. Se excluyen los espectros de los margenes del VOI, asi
como los limitrofes entre tejido normal y tumor. En el caso de tumores sometidos a terapia con TMZ
también se excluyeron los voxels externos a la masa tumoral que dieron hot-spot con DMSO (ver seccién

4.3.15).

Para cada clasificador se seleccionaron unas variables concretas en el grupo de
entrenamiento (entre 2 y 23 para clasificadores con hiperglicemia y entre 2 y 21 para
clasificadores con TMZ), que eran posiciones en los spv (ppm) correspondientes a
caracteristicas espectrales (alturas) normalizadas de los espectros. Este proceso se llevo a
cabo con el método Sequential Forward Feature Selection (SFFS), basado en una busqueda
hill climbing, evaluado segun lo descrito en (124) e implementado en el Spectra Classifier v3.0.
(62) Las variables seleccionadas se utilizaron para generar clasificadores utilizando el Analisis
Lineal discriminante de Fisher (LDA), creando para cada uno un espacio latente bidimensional
definido por la proyeccién de las variables canodnicas derivadas del LDA donde se observan
simultaneamente los casos de entrenamiento y de test. Cada clasificador, definido por el TE, la
glicemia (en el caso de estudios PE-IERM con glucosa) y el numero de variables

seleccionadas, fue evaluado en sus caracteristicas descriptivas y predictivas utilizando el
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método de de bootstrapping (125) con 1000 repeticiones para el grupo de entrenamiento y el

balanced error rate (BER) para grupo de test independiente respectivamente (ecuacion 3.7):

1 [(mal clasificados mal clasificados mal clasificados
BER = L[(maldesificados) , (matdesificados) . (maldasificados
3 NT GBM

total total total )ODG o0 GBMr

| eq.37

Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para cada grupo de entrenamiento; es
decir, las tasas de verdaderos positivos versus las de falsos positivos, fueron analizadas para
cada clasificador transformadas en valores de area bajo la curva (AUC). Ademas, los
resultados obtenidos para cada matriz de IERM fueron representados como mapas codificados
en color con una estrategia de tipo nosolégico (126),(127) (Figura 3.9). Para ello se llevaron a
cabo los siguientes pasos utilizando el SpectraClassifier 3.0: Un clasificador desarrollado segun
lo descrito anteriormente fue utilizado para predecir qué voxels de la matriz de IERM
pertenecian a cada clase y la probabilidad de dicha clasificacion. Esa informacion fue
codificada en modo HSB (color, saturacion e intensidad) para cada voxel de la siguiente forma:
el color (azul, rojo o verde) define la clase a la que pertenece el voxel y la saturacién (tono
definido por la mezcla de los colores del clasificador) define la probabilidad de cada voxel de
pertenecer al grupo predicho. El parametro del brillo no se utilizé y se le asign6é un valor
constante en todos los casos. Finalmente, el mapa nosolégico se obtuvo dibujando el valor
HSB de cada voxel en el lugar espacial que le correspondia dentro de la matriz de IERM

(Figura 3.10).
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FIGURA 3.9: De izquierda a derecha: imagen T,,, HR de referencia para los estudios de IERM llevados a
cabo en animales GL261 control y tratados con el protocolo de tres ciclos de TMZ; ampliacion del VOI de
dichas secuencias con los limites del tumor marcados con una linea blanca discontinua y mapa
nosologico de clasificacion de cada voxel independiente extraido a partir del Spectra Classifier v3.0 (la
leyenda se muestra a la derecha). En la fila superior la secuencia corresponde a un tumor tratado con

TMZ en la fase de respuesta detectable por IRM (C527) y en la fila inferior se muestra un tumor GL261

control (C288). Ambos son animales del grupo de entrenamiento.
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FIGURA 3.10: llustracién grafica de la composicion de color HSB de un determinado spv (*): El color
(parametro Hue) indica la clase predicha para dicho spv, la saturaciéon indica la probabilidad de
pertenencia y el brillo es un parametro constante en todos los casos. En el ejemplo, el clasificador

predice que el spv pertenece a la clase azul (Hue = 160) con una probabilidad del 80%.
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La reproducibilidad del clasificador de glicemia fue evaluada mediante el método leave-one-
out (LOO), para detectar posibles efectos de sobreentrenamiento. Todos los spv de un mismo
animal fueron utilizados como grupo de entrenamiento y los spv del resto de animales
constituyeron el grupo de test. Los clasificadores fueron generados con el mismo numero de
variables, TEs y estados glicémicos descritos anteriormente. Este procedimiento fue repetido
utilizando cada uno de los animales del estudio como grupo de entrenamiento. Los resultados
obtenidos se expresaron como ndmero de casos correctamente clasificados (CCC) y valores de

BER.

3.9 HISTOPATOLOGIA

Una vez finalizados los estudios por PE-MRSI con DMSO, los animales fueron sacrificados
con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital (200mg/Kg, 60mg/ml; Dolethal, Vetoquinol
S.A. Barcelona, Espafia). Se extrajeron los encéfalos y se fijaron en una solucion de
formaldehido al 4%. Una vez fijjados se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados
(cada 5 um) para localizar la zona correspondiente al VOI de las secuencias de MRSI para
cada caso. Los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina para distinguir las zonas de
tejido normal y tumoral y, en el caso de los animales transgénicos, para diagnosticar el tipo y
grado de los tumores, con la colaboracion y supervisién del Dr. Marti Pumarola, (Centre de
Biotecnologia Animal i de Terapia Génica (CBATEG), Universitat Autobnoma de Barcelona). Las
muestras de animales con tumores GL261 que fueron tratados con TMZ fueron tefiidas ademas
con anticuerpo contra Ki67 (BD Biosciencies, Madrid), para determinar el nivel de proliferacion

celular y poder contrastarlo con los valores establecidos para tumores GL261 control.
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3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los diferentes tests estadisticos utilizados en este trabajo son los siguientes: Para el analisis
de supervivencia se calcularon curvas de Kaplan-Meier, cuya significacién fue calculada
mediante los tests de Log-Rank y Tarone-Ware. Para la comparacién entre volimenes
tumorales se utilizaron los test T de Student y Wilcoxon segun la normalidad (Shapiro-Wilk) de
los grupos analizados. Las concentraciones de DMSO detectadas en diferentes tejidos fueron
comparadas mediante ANOVA. Los cocientes de metabolitos presentes en diferentes grupos
de espectros pre y post-terapia se compararon mediante T de Student de muestras pareadas.
Por ultimo, en el andlisis de reconocimiento de patrones se emple6 el método SFFS para
seleccionar las caracteristicas y el clasificador se desarroll6 mediante LDA. La evaluacion
posterior se realiz6 mediante el bootstrapping y el balanced error rate, implementados con las

curvas ROC (caracteristica operativa del receptor) y el método LOO.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CULTIVOS CELULARES: CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS CELULAS GL261

La curva de crecimiento de las células GL261 en condiciones estandar de cultivo y
crecimiento se muestra en la Figura 4.1. Las células alcanzaron la fase exponencial de
crecimiento a las 120 horas (dia 5) de cultivo. La fase de confluencia (aproximadamente el 80%
de la superficie del frasco cubierta por células) se situaria entre los dias siete y ocho (168-192
horas) segun el ajuste sigmoideo. A dia ocho sin embargo se observaban células, que
empezaban a formar cumulos de tipo glioesfera que se desprendian al afiadir PBS en el
proceso de subcultivo (ver materiales y métodos punto 3.1), por lo que el dia de subcultivo se
estableci6 en el dia siete. Entre los dias nueve y once, en caso de no llevar a cabo el

subcultivo, el cultivo alcanzaba la fase de post-confluencia.

Dichas caracteristicas de la curva de crecimiento establecida para las células GL261 se
tuvieron en cuenta para comprobar que nuevas alicuotas de células se comportaban de

manera estandar al descongelarlas.
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FIGURA 4.1: Curva de crecimiento de las células GL261. Los puntos del grafico representan la media del
numero de células totales por frasco en cada punto temporal (n=3 frascos y n=3 contajes por frasco) y
las barras verticales muestran la desviacion estandar para cada punto (en algunos casos no es visible
por ser mas pequefia que el simbolo). Las flechas verticales indican los cambios de medio en el

protocolo de cultivo estandar (ver también 3.1) y el circulo rodea el dia de subcultivo establecido.

4.2. AGENTES TERAPEUTICOS
4.2.1 MODELO ORTOTOPICO DE GBM

4.2.1.1 Grupo Control

Las células GL261 fueron inoculadas en el estriado de nueve ratones CS57BL/6 (Ver
materiales y métodos 3.3.1). Este grupo fue utilizado como control para determinar la curva de
crecimiento estandar de los tumores GL261, ademas de la tasa de supervivencia de los

animales. La evolucién de los tumores se controlé por IRM en seis de los nueve animales,

88



Resultados y Discusion

desde el sexto dia post-implantacion hasta la fecha de muerte/sacrificio. En cuatro de ellos se
calculd el volumen tumoral utilizando imagenes ponderadas en T, de alta resolucion (T,, HR) y
secuencias tridimensionales (3D) (ver Materiales y Métodos 3.6.1.1) cada tres dias desde el dia
seis post-implantacién. Al comparar los resultados de ambos métodos, se seleccionaron las
imagenes de T, para estudios posteriores, ya que no habia diferencias significativas (p<0,05)
en las medidas obtenidas con las dos secuencias (resultados no mostrados), y las imagenes de
T.w HR se adquieren en la mitad de tiempo que las secuencias de 3D (Figura 4.2). Una vez
seleccionado el método de medicién de volumen, se estudiaron dos animales mas siguiendo el
mismo protocolo y se calcul6 la curva de crecimiento de volumen para los tumores GL261 con

un total de seis animales (Figura 4.3).

T, Alta Resolucion

FIGURA 4.2: Imagenes de RM de un corte coronal de un tumor GL261 (animal C102) a dia 15 de
evolucion. A la izquierda se muestra una imagen de alta resolucién ponderada en T, (T2, HR) con el
area del tumor rodeada en amarillo (ROI 1). A la derecha se observa el area del tumor en un corte muy

préximo al anterior en una imagen perteneciente a una secuencia tridimensional (ROI 2).
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FIGURA 4.3: Curva de evolucién del crecimiento de tumores GL261 en 6 animales. Los puntos del
grafico representan la media del volumen de los tumores en cada punto temporal de seguimiento (cada
tres dias a partir del dia 6 post-implantacion), y las barras verticales muestran la desviacion estandar. El
seguimiento terminé con el sacrificio de los animales (Anexo 3) y la ultima medida que pudo realizarse

fue el dia 21 post-implantacion.

Posteriormente se calculd la curva de supervivencia Kaplan-Meier de estos animales mas
los tres implantados que no fueron estudiados por IRM (n=9). Los nueve formaron el grupo

control para estudios posteriores de supervivencia (Figura 4.4).

90



Resultados y Discusion

Funcigon de supervivencia

1 5 Grupn = CONTHROL
J il

LERE

o
m
i

Supervivencla acumulada
(=]

i
i

0.0

-
=
-

Tiempo Seguimiento

FIGURA 4.4: Curva de supervivencia Kaplan-Meier de 9 animales inoculados con células GL261. El
maximo de supervivencia fue de 29 dias después de la inoculacion de las células (supervivencia media

del grupo: 22,77 dias = 1,59 (SEM)).

4.2.1.2 Respuesta a la terapia: Evolucién del crecimiento tumoral y supervivencia.

4.2.1.2 a) TEMOZOLOMIDA

Estudios de tolerancia

Antes de comenzar los estudios con animales implantados, se llevé a cabo una prueba de
tolerancia con animales WT (n= 12) distribuidos en cuatro grupos de diferente niumero de
administraciones de TMZ (ver también 3.4.1.1.1) para comprobar que la dosis a administrar,
combinada con el tiempo de exploracion bajo anestesia en el iman, no comprometian
visiblemente la salud de los ratones. Se comprobé que tanto el peso como el comportamiento

de los animales (postura, locomocién, hidratacion...) (Anexo 3) no experimentaron cambios
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significativos respecto a lo observado antes de iniciar el estudio, y que la respiracion durante
los estudios por IRM/ERM permanecia constante y dentro de un patrén normal (60-80
respiraciones por minuto), por lo que se concluyd que la dosis era bien tolerada incluso en
nuestro periodo de administracién continuada mas largo (cinco dias) (analogo en duracion al
utilizado en (73)) y que tampoco producia efectos de toxicidad aguda. Ademas, se comprobd
que tampoco se dieron efectos perjudiciales a largo plazo, ya que la supervivencia de los
animales no se vio afectada en los siguientes 60 dias después del fin del experimento. En la
Figura 4.5 se muestra un ejemplo de imagen ponderada en T, de alta resolucion del cerebro de
uno de los animales del cuarto grupo (5 dias de tratamiento) un dia después de la ultima dosis
y los espectros adquiridos a TEC y TEL en el estriado, que muestran un patrén equivalente al

descrito previamente para estos animales (Figura 4.7) (107).
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FIGURA 4.5: A la izquierda se muestra la imagen de alta resolucion (T, HR) del cerebro de un animal
C57BL/6 WT (C236) obtenida un dia después de concluir un ciclo de 5 dias consecutivos de terapia con
TMZ. El voxel de (2,5 mm)® del que se adquirieron los espectros SV a TEC y TEL esta sefialado con un

cuadrado rosa. A la derecha se representan los espectros a TEC (12 ms, parte superior) y TEL (136 ms,
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parte inferior) en el rango de interés para el estudio de metabolitos cerebrales (0,5-4,5 ppm). Las

resonancias mas caracteristicas de dicho rango espectral estan sefialadas sobre los espectros (107).

Ante los resultados obtenidos con animales WT, se procedié a repetir el experimento de
evaluacion de tolerancia aparente, en esta ocasién con animales implantados con células
GL261. En la Figura 4.6 se muestra una imagen de alta resolucion (T,, HR) del animal C253
del grupo de 5 dosis, adquirida el dia después de finalizar el tratamiento. También se pueden
observar los espectros a TEC y TEL adquiridos en un voxel de (2.5 mm)* en el interior del
tumor. Estos datos son similares a los obtenidos previamente por otros autores en el grupo
(Figura 4.7) (107). Ademaés, el estado fisico de los animales era el esperado en el caso de
ratones afectados por GBM (no se observd ninguna sintomatologia adicional o mas grave que
las descritas para esta enfermedad: encorvamiento, pérdida de peso, caquexia, deshidratacion
(Anexo 3) y todos mantuvieron un ritmo respiratorio normal y constante durante las
exploraciones de IRM/ERM. Por ello se concluyé que la terapia no estaba afectando
adversamente a la salud de los animales y se procedié a aplicar protocolos de terapia mas

avanzados que permitiesen la evaluacion de una posible respuesta al tratamiento por RM.
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FIGURA 4.6: A la izquierda puede verse una imagen de alta resolucién ponderada en T, (T,, HR) de un
tumor GL261 (animal C253) tras un ciclo de 5 dias consecutivos de terapia con TMZ (dia 14 post-
implantacion). El voxel utilizado en los estudios de ERM est& dibujado en rosa. A la derecha se muestran
los espectros a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos (12 y 136 ms respectivamente), en el rango de

0,5 a 4,5 ppm con los metabolitos mas representativos marcados (107).
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FIGURA 4.7: Espectros promedio de parénquima cerebral normal (+ SD en sombreado gris) de raton
C57BL/6 (A) (n=3) y tumor GL261 (B) (n=6) adquiridos previamente en el grupo a TEC (izquierda) y TEL
(derecha). Para ver la asignaciéon de las resonancias indicadas: Lac, lactato (4,11 y 1,32 ppm); Cre,
creatina (3,93 y 3,03 ppm); Glx, glutamina y glutamato (3,77/3,75 y 2,45/2,35 ppm); Ino, mio-inositol (3,62
y 3,54 ppm); Tau, taurina (3,42 y 3,27 ppm); Cho, colina (3,21 ppm); NAC, NAA, compuestos N-
acetilados y lipidos méviles (ML) (2,03 ppm); Ala, alanina (1,45 ppm); Lac/ML, lactato y grupo metileno
de las cadenas de &cidos grasos en los ML (1,29 ppm); MM, grupo metilo de las cadenas de &cidos

grasos en los ML ymacromoléculas (0,9 ppm). Asignacioén de las resonancias segun (107).
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Un ciclo de cinco dias consecutivos

Un total de 26 animales fueron inoculados con células GL261. El objetivo de este protocolo
era estudiar posibles cambios en el volumen y patrén espectroscépico de los tumores tratados
respecto al control asi como cambios en la supervivencia de los animales. En algunos ejemplos
de la literatura, los ratones inoculados ortotépicamente con lineas celulares tumorales
comienzan a ser tratados el dia 1 o 2 post-implantacion (72). Sin embargo, en nuestro caso nos
interesaba empezar el tratamiento en un punto temporal en el que el tumor fuese claramente
detectable por IRM y tuviese un tamafio suficiente para adquirir un ERM SV en su interior,
evitando contaminacién por parte del tejido normal circundante. Segun el estudio volumétrico
de tumores GL261 estandar (seccion 4.2.1.1), fijjamos nuestro dia de interés como el 10-12
post-implantacién (equivalente a un volumen minimo de 12 mm?®), teniendo en cuenta que no
siempre los tumores crecen al mismo ritmo y que hubo que adaptar el inicio de las
exploraciones y del protocolo de terapia en algunos casos. De los 26 animales investigados, 20
empezaron el tratamiento segun nuestro criterio y 6 el dia 2 post-implantacion (grupo A en la
Figura 3.3 de la seccion 3.4.1.1.2), para comprobar posibles diferencias en el crecimiento y la
supervivencia dependientes del momento de inicio de la terapia. En la Figura 4.8 se muestra
una significativa ralentizacion del crecimiento tumoral en el grupo tratado desde el dia dos
(n=6) (12,7 mm?® £ 0,9 (SEM)), respecto al grupo tratado mas adelante (n=20) (73,7 mm® + 5,6
(SEM)), al comparar los volimenes tumorales de ambos grupos a dia 15 de evolucion

(p<0,05).
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FIGURA 4.8: En la fila superior se muestran tres imagenes representativas ponderadas en T,, HR a dia
15 de evolucién del grupo de animales tratados con un ciclo de cinco dosis de TMZ a partir del dia dos
post-implantacién (animales C271, C272 y C273 de izquierda a derecha). En la fila inferior se muestran
tres imagenes representativas de animales tratados con el mismo protocolo de terapia que los anteriores
pero comenzando el dia 10-12 post-implantacion (se muestra también el dia 15 de crecimiento del tumor
en los animales C384, C385 y C386 de izquierda a derecha). Al comparar estadisticamente los
volumenes de tumores de ambos grupos se comprobd que los tumores tratados inmediatamente

después de la implantacién (dia dos) sufrieron una ralentizacion significativa del crecimiento.

Los 20 animales explorados por resonancia previamente al inicio de la terapia con TMZ
fueron divididos en tres grupos. El primer grupo (n=10) (grupo B en la Figura 3.3 de la seccion
3.4.1.1.2) fue explorado desde el dia tres post-implantacion hasta la muerte de los animales,
cada tres dias, para tener un registro completo de la evolucion de los tumores a lo largo del
tiempo. En la Figura 4.9 podemos ver la curva promedio del crecimiento del volumen tumoral
de dicho grupo durante todo el periodo de exploracion comparada con la del grupo control, asi
como una imagen representativa de los tumores a dia 10 post-implantacion antes de iniciar el

tratamiento. Segun el ritmo individual de crecimiento de cada tumor (como se ha explicado
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anteriormente) algunos animales fueron tratados el dia 10 post-implantacion y otros el dia 12 o

13.
Evolucion control (n=6) vs 1 ciclo de terapia (n=10)
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FIGURA 4.9: Curvas de evolucion del crecimiento de tumores GL261 control (n=6, circulos blancos) y
tratados con un ciclo de cinco dosis de TMZ (n=10, circulos negros). Los puntos del grafico representan
la media del volumen de los tumores en cada punto temporal de seguimiento (cada tres dias a partir del
dia 6 post-implantacion), y las barras verticales muestran la desviacion estandar. El seguimiento terminé
con el sacrificio/muerte de los animales. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos.
La barra verde vertical muestra la duracién del ciclo de terapia, teniendo en cuenta que comenzé entre
los dias 10-13 segun el caso, y la Figura de la derecha (T,y HR) muestra el tamafio estandar de los

tumores en ese punto temporal, antes del inicio del tratamiento.

El segundo y tercer grupo (n=6 y n=4) (grupos C y D respectivamente en la Figura 3.3 de la
seccion 3.4.1.1.2) fueron explorados en intervalos mas amplios, aproximadamente cada 5 dias,
desde el inicio de la terapia hasta la muerte de los animales. El grupo de cuatro individuos
(grupo D) mostré un crecimiento tumoral mas lento que el resto de grupos estudiados y los

98



Resultados y Discusion

tumores alcanzaron el tamano adecuado para terapia el dia 20 post-implantacién. En la Figura
4.10 se muestra la curva promedio de crecimiento tumoral para ambos grupos y el control. No
se observan diferencias significativas en el volumen tumoral del grupo de seis animales
respecto al control. Sin embargo, el volumen a dia 20 y 25 post-implantaciéon del grupo de
cuatro animales tratados con un ciclo de TMZ fue significativamente menor (p<0,05) que el del
control a dia 21 (no se compararon los dias 29 y 34 porque solo quedaba vivo un animal del
grupo de tratados). Esto podria deberse a que, desde un inicio, en este grupo los tumores se
desarrollaron a menor velocidad que la considerada estandar para los GL261 (grupo control).
Una posible hipotesis a considerar seria que la suspension celular utilizada en el protocolo de
implantacion en dichos tumores tuviese por alguna razén desconocida para nosotros un menor
contenido en células madre que en las implantaciones normales, lo cual afectaria a la velocidad

de expansion y crecimiento de las masas (128,129).

Evolucion grupo control (n=6) vs dos grupos con 1 ciclo de terapia
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FIGURA 4.10: Curvas de crecimiento tumoral del grupo control (n=6, circulos negros) y dos grupos

independientes tratados con un ciclo de TMZ (n=6, circulos blancos y n=4, triangulos negros,
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respectivamente). Las barras verticales muestran la desviacion estandar para cada punto de estudio en
los tres grupos (en los puntos temporales a dia 30 y 35 no aparecen porque so6lo quedaba un animal vivo
y en los puntos iniciales no se identifican bien porque quedan enmascaradas por los simbolos del
grafico). La barra vertical verde muestra el periodo de administracion de terapia en el grupo de seis
individuos, teniendo en cuenta que algunos animales iniciaron el ciclo el dia 10 y otros el 12. La barra
vertical azul muestra el periodo de tratamiento en el grupo de cuatro animales. El grupo de terapia de
seis individuos siguié un comportamiento similar al control y no se observaron diferencias significativas
entre ambos. Sin embargo el grupo tratado de cuatro animales siguidé una evolucion de crecimiento mas

lenta y mostr6 diferencias volumétricas respecto al control ((*) p<0,05).

Se analiz6 la supervivencia de todos los animales tratados con el protocolo de un ciclo de
TMZ (n=26) para comprobar si era diferente a la del grupo control. En dicho grupo se
incluyeron los tres animales que se habian utilizado en las pruebas de tolerancia (descritas en
el apartado anterior) y que recibieron 5 dosis de terapia, para aumentar el nimero de individuos
y obtener resultados mas representativos (n=29). La Figura 4.11 muestra las curvas Kaplan-
Meier de ambos grupos. No se encontraron diferencias significativas, aunque si tendencia a la

significacion (p=0,053).
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FIGURA 4.11: Curvas Kaplan-Meier de supervivencia para el grupo control (azul) y el de los animales
tratados con un ciclo de TMZ (verde). No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
aunque si tendencia a la significacion (p=0,053).
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Tres ciclos de terapia

El segundo protocolo de terapia con TMZ fue disefiado con 3 ciclos (109,110) distribuidos
segun lo descrito en la Figura 3.3 de Materiales y Métodos. El objetivo de este estudio era
comprobar si al aumentar el nimero de dosis se podian apreciar cambios a nivel volumétrico
en los GBM GL261 que no se pudieron detectar con el protocolo de un ciclo (excepto cuando
se administraba TMZ a tiempos muy cortos post-implantacion, dos dias), ademas de observar

posibles mejorias a nivel de supervivencia.

Un total de 12 animales distribuidos en dos grupos (n=6) fueron implantados a tiempos
distintos y tratados segun este protocolo. En ambos casos la terapia comenz6 a administrarse
el dia 11 post-implantacién (tumores con volumen apropiado para los estudios ERM SV) y los
animales fueron explorados cada 4-5 dias hasta su muerte/sacrificio. En la Figura 4.12 se
muestra la curva de supervivencia conjunta de ambos grupos y la comparacion con la curva
control. Los animales tratados vivieron significativamente mas dias (33,83 + 2,50 (SEM)) que
los controles (22,77 + 1,59 (SEM)) (p<0,05). En la Figura 4.12 se puede observar también la
curva promedio de crecimiento tumoral para cada grupo. Desde el inicio y hasta después del
primer ciclo el patrén fue similar al observado anteriormente para los animales control y
tratados con un ciclo. Sin embargo, al finalizar el segundo ciclo y hasta después del tercero, se
observo una ralentizacion del crecimiento de los tumores a nivel volumétrico en forma de
“‘meseta” hasta que recidivaron. El volumen tumoral a dias 20, 22, 24, 28 y 32 post-inoculacion
resulto ser significativamente menor que el del grupo control a dia 21 post-inoculacién (p<0,05).
En la Figura 4.13 puede observarse el crecimiento individual de los doce tumores incluidos en

este estudio.
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Evolucion grupo control (n=6) vs grupo con tres ciclos de TMZ (n=12)
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FIGURA 4.12: En la parte superior puede verse el grafico correspondiente a la evoluciéon tumoral de los
animales del grupo control (n=6, circulos negros) y de los tratados con tres ciclos de TMZ (n=12, circulos
blancos). Los animales tratados vivieron mas que los controles, por lo que pudieron ser explorados

durante mas tiempo, demostrando que tras el segundo ciclo de terapia los tumores GL261 sufren una
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ralentizacion en el crecimiento detectable a nivel volumétrico. La duracion de los ciclos esta sefialada por
las barras verdes verticales y los puntos temporales en los que el volumen del grupo tratado resulté
significativamente diferente al del grupo control a dia 21 estan indicados por un asterisco (*). En la parte
inferior se muestra la curva de supervivencia de ambos grupos. El grupo de animales tratados sobrevivio

significativamente mas que el control (p<0,05).

FIGURA 4.13: Evolucién tumoral de los dos grupos de animales tratados con tres ciclos de TMZ (n=6
cada grupo). En los graficos se observa el crecimiento del tumor en cada uno de los individuos por
separado, lo cual muestra la variabilidad de las curvas de crecimiento y de la respuesta volumétrica al

tratamiento en cada individuo.

Un caso especial a destacar en este protocolo es el del animal C355, que quedo fuera del
estudio anterior por no ajustarse a la evolucién de los demas animales investigados (n=12)
(Figura 4.14). Este ratén fue implantado con el mismo pase de células que uno de los dos
grupos que recibieron tres ciclos de terapia con TMZ. La evolucién del tumor fue mas lenta que
en el resto del grupo y el tamafio minimo para iniciar el tratamiento se alcanzé el dia 24 post-
inoculacién. El animal recibio tres ciclos de terapia a partir de entonces segun el esquema de la
Figura 3.3, pero con el dia 24 como dia de inicio del primer ciclo. El dia 61 de evolucion se

observé una desaparicién completa de la masa anémala, que no recidivd en ningun momento.
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El animal murié el 13 de Septiembre de 2011 en el Servei d’Estabulari de la Universitat

Autonoma de Barcelona con una edad de 2 afios y 5 meses.

FIGURA 4.14: En la parte superior se muestran las imagenes (T,y, alta resolucion) de la progresion del
tumor del animal C355, desde el dia 11 post-implantacién hasta su completa desaparicién. En la parte
inferior se representa el grafico con las medidas del volumen de dicho tumor desde el dia 7 post-

inoculacion hasta el dia 88.
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4.2.1.2 b) TEMOZOLOMIDA'Y METFORMINA

Un total de seis ratones C57BL/6 fueron inoculadas con células GL261 y exploradas por IRM
el dia siete post-implantacion, para comprobar la evolucién de los tumores. El dia diez post-
implantacién volvieron a ser exploradas y comenzaron el tratamiento con TMZ y metformina,
administradas de manera conjunta segun el protocolo descrito en Materiales y Métodos seccién
3.4.1.2. La Figura 4.15 muestra la evolucion del crecimiento tumoral en diferentes puntos
temporales y la curva de supervivencia de este grupo de animales respecto al grupo control. No
se encontraron diferencias significativas al comparar la supervivencia de ambos grupos, de
hecho todos los animales menos unos murieron al terminar el primer ciclo de terapia. El unico
que completd los tres ciclos de TMZ y Metformina no mostré cambios cualitativos en la
evolucidn respecto a los animales tratados sélo con TMZ; es decir, se detectd una ralentizacion

del crecimiento del tumor entre el segundo y tercer ciclo y la recidiva al final del tratamiento.

Evalucion tumores iratados con TME y Metlorr
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FIGURA 4.15: A laizquierda, grafico de supervivencia del grupo control (n=9, azul) y del grupo de
animales tratados con la combinacion de TMZ y Metformina (n=6, verde). No se observaron diferencias
significativas. A la derecha, grafico de la evolucién de los tumores tratados. Los circulos negros
representan la media del volumen de cinco de los animales del grupo, los cuales mostraron una

evolucién similar (las barras verticales representan la desviacion estandar). Los circulos blancos
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representan el crecimiento del tumor del Unico animal que sobrevivié a los tres ciclos de terapia, cuya

evolucion fue similar a la de los tumores tratados con tres ciclos de TMZ.

4.2.1.2 c) DICLORACETATO

Se utilizaron seis ratones C57BL/6 a las que se indujeron tumores GL261 de la manera
estandar. Dichos animales fueron explorados por IRM el dia 5 post-implantacion para controlar
el crecimiento de los mismos. La solucion de DCA (ver materiales y métodos, 3.4.1.3) les fue
administrada desde el dia de la implantacién hasta el dia de sacrificio/muerte. El objetivo de
este primer estudio con DCA era comprobar si el farmaco aumentaba la supervivencia del
grupo significativamente respecto al grupo control. Ninglin animal sobrevivié més de 20 dias
post-inoculacion, por lo que la tasa media de supervivencia (19,6 dias + 0,3 (SEM)) fue
significativamente menor que la del grupo control (22,7 dias + 1,6 (SEM)) (p< 0,05; Figura

4.16).

4.2.1.2 d) MINERVAL

Este farmaco fue testado en primer lugar para comprobar sus efectos a nivel de
supervivencia en animales afectados por tumores GL261. En caso de aumentar
significativamente el tiempo de vida del grupo tratado se procederia a realizar estudios
longitudinales con secuencias de IRM y ERM para describir la curva de crecimiento de los
tumores tratados y los efectos del agente a nivel volumétrico y metabdlico. Seis animales
C57BL/6 con tumores GL261 inducidos de la manera estandar fueron tratados a partir del dia
11 post-implantacion con administracién diaria del farmaco hasta el final del experimento.
Como se ve en la curva de supervivencia de la Figura 4.16, los animales del grupo control

sobrevivieron significativamente mas que los tratados (22,7 dias + 1,6 (SEM)), ya que estos
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ultimos se vieron seriamente afectados por la administracion del tratamiento, sufriendo pérdidas

visibles de peso (supervivencia media: 17,5 dias + 0,6 (SEM)).
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FIGURA 4.16: A la izquierda, curvas Kaplan-Meier de supervivencia de animales GL261 control (n=9,
azul) y tratados con DCA (n=6, verde). A la derecha la misma curva del control se compara con la de los
animales tratados con Minerval (n=6). En ambos casos el grupo control sobrevivi6 significativamente mas

que los tratados.

4.2.1.3 Respuesta a la terapia: Cambios en el patrén espectroscopico

Tras analizar los efectos de los distintos agentes terapéuticos en la supervivencia y
crecimiento tumoral de los animales tratados, se llegé a la conclusién de que el farmaco mas
efectivo en nuestro caso para tratar los tumores GL261 era la TMZ. Una vez caracterizados los
efectos de dicho agente sobre la cinética de crecimiento de los tumores y sobre Ia
supervivencia de los animales, se procedié a investigar la existencia de posible diferencias en
el patron espectral de los tumores antes y después de terapia, considerando los dos protocolos
utilizados para la administracion de TMZ (uno y tres ciclos). En la Figura 4.17 se muestran los

espectros SV promedio a TEC y TEL de los grupos tratados con uno y tres ciclos antes (dia de
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inicio del tratamiento) y después de terapia, lo cual significa tras el primer y Unico ciclo en el
primer caso (dias 15, 18 y 25 post-implantacién) y en la fase de crecimiento estacionario
(“meseta”) en el segundo (dias 24-28 post-implantacion). Los dias exactos post-terapia
escogidos para cada rarén dependen del momento en que los animales iniciaron el tratamiento
(ver apartado 4.2.1.2 a de esta seccidén). Ademas el numero de espectros en dicho grupo fue
menor que en los grupos pre-tratamiento debido a que algunos animales habian muerto yay a
la mala calidad de algun espectro (mala homogeneidad de la sefial), que no permitia valorarlo
correctamente. Los espectros representativos de un tumor GL261 pre-terapia y post—terapia en

la fase de meseta después de recibir tres ciclos de TMZ se muestran en la Figura 4.18.
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FIGURA 4.17: La columna de la izquierda muestra los espectros promedio a TEC (0,5 - 4,5 ppm) pre y
post-terapia de los animales tratados con 1 ciclo (espectros en las filas 1 (n=19) y 2 (n=12)
respectivamente) y con tres ciclos de TMZ (espectros en las filas 3 (n=12) y 4 (n=9) respectivamente). En
la columna de la derecha se muestran los espectros promedio (0,5 - 4,5 ppm) equivalentes a las
situaciones y grupos de la columna izquierda pero adquiridos a TEL (espectros 1 y 2 para un grupo de
terapia (n=19 y n=11 respectivamente) y espectros 3 y 4 para el grupo de tres ciclos (n=12 y n=9
respectivamente). La intensidad promedio tras normalizacién UL2 en cada ppm en el rango seleccionado
se representa con una linea negra que da forma al espectro promedio y la desviacion estandar (+SD)

para cada punto se muestra coloreada en gris.

FIGURA 4.18: Espectros representativos de un tumor GL261 (C356) pre-terapia (dia 11 post-
implantacion, columna izquierda) y post—terapia en la fase de meseta después de recibir tres ciclos de
TMZ (dia 28 post-implantacion, columna derecha). En A) se representan los espectros adquiridos a TEC
(12 ms) y en B) los adquiridos a TEL (136 ms). A primera vista pueden visualizarse las diferencias pre y

110



Resultados y Discusion

post terapia que serén analizadas en la Figura 4.19: resonancias de colina (3,21 ppm), ML (1,30 ppm) y
AML (2,78 ppm) respecto a creatina a TEC y resonancias de alanina, glicina y taurina respecto a lactato
y colina respecto a creatina a TEL. Ambos TE estan escalados respecto a la intensidad de la sefial de

colina a 3,21 ppm.

Los espectros SV fueron divididos para un procesamiento adicional en tres grupos: Pre-
terapia, post-terapia con un ciclo de TMZ y post-terapia con tres ciclos de TMZ para los dos TE
(12 y 136 ms). En el caso de los espectros a TEC, se compararon los cocientes de
colina/creatina, lipidos moviles a 1,30 ppm (ML)/creatina y lipidos moviles apoptoticos (AML)
(2,78 ppm) /creatina entre los tres grupos. En el caso de los espectros a TEL, se compararon
los cocientes colina/creatina, lactato/taurina, lactato/glicina y lactato/alanina. Se detectaron
diferencias significativas post-tratamiento respecto al momento pre-terapia que se resumen en

la Figura 4.19.
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FIGURA 4.19: Box-plots de los cocientes de alturas normalizadas calculados para los maximos de las

resonancias de interés en espectros SV de tumores tratados con uno y tres ciclos de TMZ, antes y
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después del tratamiento. Los limites superior e inferior de la caja representan los cuartiles 1 y 3 de cada
distribucién de datos respectivamente y la franja central el cuartil 2 o mediana. Las barras superior e
inferior en cada caja muestran la posicion de los valores maximo y minimo de la distribucion. Los circulos
abiertos representan los valores outliers. Para determinarlos se multiplica 1,5 por la distancia entre los
cuartiles 1 y 3 (rango intercuartilico) y el valor resultante se suma al cuartil 3 y se resta al cuartil 1. Los
nameros que sobrepasen los valores obtenidos seran considerados outliers. Los asteriscos representan
los extreme outliers que se calculan de la misma manera que los outliers pero multiplicando el rango
intercuartilico por 3 en lugar de 1,5. En la parte superior se muestran los resultados correspondientes a
los espectros adquiridos a TEC. (*) Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) en el cociente
colina/creatina y en el cociente AML/creatina antes y después del tratamiento con uno y tres ciclos, y en
el cociente ML/creatina en el caso de tres ciclos de terapia. En la parte inferior se muestran las
diferencias detectadas en los espectros adquiridos a TEL. (*) se detectaron diferencias significativas
(p<0,05) en el cociente colina/creatina al comparar los momentos pre y post-terapia con uno y tres ciclos.
Los cocientes lactato/alanina y lactato/glicina fueron significativamente diferentes después de un ciclo de

TMZ.

4.2.1.4 Discusion de los resultados obtenidos con terapia en el modelo de GBM murino

Ante los resultados obtenidos en este apartado, se concluyé que el Unico agente de los
estudiados que producia respuesta a terapia detectable por IRM y ERM en los GBM murinos de
células GL261 era la TMZ, provocando un estado de crecimiento estacionario tras el segundo y
tercer ciclo de terapia, ademas de producir cambios detectables en el patrén espectral de

dichos tumores y por lo tanto en su metabolémica in vivo.

El resto de agentes no resultaron efectivos a nivel de supervivencia y de deteccion de
respuesta por IRM, aunque serian necesarios mas estudios con distintas dosis y protocolos de
administracion para obtener conclusiones definitivas. Conociendo los efectos de la TMZ sobre
el crecimiento tumoral, podria ser interesante disefiar protocolos de terapia con DCA y Minerval

combinados con dicho farmaco para comprobar si existe algun efecto sinérgico no detectable
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en nuestro caso cuando los compuestos se administran por separado. Por ejemplo, Zhu et al.,
Yamini et al. y Tentori et al. (75,130,131) han demostrado en diferentes trabajos que la TMZ
ejerce un efecto mas eficaz en la supervivencia de los animales tratados cuando esta
combinada con otros agentes terapéuticos como anticuerpos contra la quimiocina CCL2,

radioterapia, TNF-a o inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa.

En el caso de la supervivencia, otros autores han obtenido resultados similares a los
nuestros utilizando TMZ en modelos animales de linfoma cerebral o glioma (111,132). La
evolucion estandar de los tumores depende de la linea celular utilizada en cada caso y la
supervivencia promedio del grupo control puede variar, lo cual debe ser tenido en cuenta al
evaluar el efecto de la terapia sobre la supervivencia del grupo tratado. En general puede
observarse que la TMZ por si sola consigue prolongar la vida de los animales afectados una
media aproximada de 20 dias respecto al grupo control en cada caso. Ademas, cuando se
aplica la TMZ a dosis altas pero en un solo ciclo de corta duracién el efecto sobre la

supervivencia no es significativo (130).

La fase de ralentizacién del crecimiento tumoral detectada en nuestro protocolo de tres
ciclos de terapia podria compararse con lo descrito anteriormente por Kato et al (110) y
Houghton et al en estudios con modelos xenograft de GBM y carcinoma (109), aunque en estos
casos el efecto es mas remarcable a nivel volumétrico, bien porque los modelos xenograft
evolucionan mas lentamente que los allograft o bien porque los tumores eran implantados de
manera subcutanea, lo cual ralentiza su evolucion (110). El indice de ki67 detectado en nuestro
grupo en tumores GL261 es de aproximadamente un 40%-60% (133) en comparacion con el
descrito para nude mice, que es del 12% (134). Estos datos podrian explicar el hecho de que

nuestros tumores proliferen mas rapidamente.

Otros autores han demostrado que la IRM por si sola no es capaz de detectar cambios
tempranos debido a respuesta a la terapia como los detectados por ERM (135-137). En nuestro

caso es cierto que tras un ciclo de terapia no se detectan cambios significativos a nivel
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volumétrico en los tumores pero si se observan diferencias metabdlicas: aumento de los
cocientes AML/creatina, colina/creatina y ML/creatina. Segun algunos autores, el uso de la
creatina como referencia interna tiene sus limitaciones, porque se ve reducida por la propia
evolucion del tumor y algunos cambios a nivel de metabolitos individuales pueden difuminarse
debido a ello (138). Ademas la colina a 3,21 ppm para medir cambios por ejemplo debidos a
apoptosis tampoco es el parametro idoneo debido a que otros metabolitos contribuyen a esta
sefal (139). Sin embargo, las sefales correspondientes a ML y AML son muy sensibles y
buenos marcadores para detectar cambios metabdlicos debidos a terapia, aumentando
significativamente en casos de apoptosis (135). Las diferencias detectadas en nuestro modelo
encajarian con esta ultima afirmacién, por lo que seria interesante comprobar si los cambios
registrados servirian para discriminar tumores respondedores y no respondedores a tratamiento

en un sistema de clasificacion automatizado (ver seccién 4.3.2.2).

Una vez caracterizados por ERM los cambios generados por la TMZ en los tumores GL261,
seria interesante en futuros experimentos variar el punto de inicio de la terapia adelantandolo a
estadios mas cercanos al punto de implantacion, de manera que los tumores entrasen en la
fase estacionaria transitoria con volimenes mas pequefios, segun lo descrito para los animales
inoculados tratados con TMZ a dos dias post-implantacién. Como se ha expuesto en la Figura
4.7, los tumores tratados con el protocolo de tres ciclos a dia dos de evolucién mostraban una
clara ralentizacion en el crecimiento detectable a dia 15, lo que permitiria realizar un bateria de
pruebas diferentes (difusion, perfusién, IERM etc.) para detectar la respuesta a terapia en un
momento en el que la salud de los animales no estuviese demasiado comprometida y quizas
cabria la posibilidad de observar efectos en la supervivencia a mas largo término. La idea
general consistiria en optimizar el punto temporal de respuesta a TMZ para poder tener un
mayor margen de actuacion y poder asi evaluar diferentes marcadores moleculares de
respuesta temprana para escoger el mas eficaz. Ademas, podrian intentar afiadirse mas ciclos
de TMZ o terapia combinada en un intento de reducir el volumen tumoral en lo posible (110),

cosa que requeriria tumores mas pequefnios de partida, ya que los GBM GL261 muestran un
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crecimiento exponencial devastador en comparacion con otros tipos de glioma, como los C6 de
rata (138) y una vez que alcanzan un tamafio similar al utilizado como referencia para iniciar el
tratamiento en este trabajo es muy dificil conseguir que reduzcan su volumen. En nuestro caso,
el hecho de haber comenzado los estudios con tumores mas grandes, nos ha permitido
caracterizar por ERM e IERM el cambio de patrén debido a la respuesta transitoria a la terapia,

por lo que ya no seria necesario partir de volimenes tan grandes en el futuro.

Cabe destacar el fendbmeno observado con los animales del grupo de cuatro animales
tratados con un solo ciclo de TMZ. En todos ello los tumores fueron inducidos de la misma
manera que en el resto de animales y si embargo el crecimiento y evolucién fueron

considerablemente mas lentos a lo largo del tiempo.

Este hecho podria deberse a que el volumen de inyeccién utilizado durante el proceso de
implantacion, por alguna razén desconocida, contuviese un menor nimero de células madre
(GICs) que en condiciones normales. En ese caso el crecimiento de los tumores se veria
comprometido, teniendo en cuenta que las GICs juegan un papel muy importante en el
desarrollo tumoral (92). Ademas, las GICs han sido caracterizadas como el origen de la
resistencia a la quimioterapia (93), lo que podria explicar que en el caso del raton C355 el
tumor desapareciese totalmente tras los tres ciclos de TMZ, si supusiéramos que, por alguna

razon desconocida, era un tumor con muy bajo nivel de GICs.

En resumen, el protocolo disefiado en este trabajo ha resultado eficaz para obtener
respuesta a terapia detectable tanto desde el punto de vista de la ralentizacién del crecimiento
tumoral como del aumento de la supervivencia media de los animales investigados en el
modelo de GBM murino utilizado. Ademas, ha permitido detectar cambios debidos a respuesta

a terapia en el metaboloma tumoral utilizando técnicas no invasivas como la IRM y la ERM.
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4.2.2. MODELO XENOGRAFT DE GBM HUMANO

4.2.2.1 Estudio de crecimiento de las muestras de GBM humano en animales Swiss nude

Dos animales Swiss nude fueron inoculados con células procedentes de una muestra de
GBM humano definido por el grupo clinico responsable del caso como no respondedor a
tratamiento con TMZ, segun lo descrito en la seccion 3.3.2. Dichos animales fueron explorados
por IRM (T,,-HR) cada siete dias desde la inoculacién para tener un registro de la evolucion
tumoral y del momento en el que los tumores tenian un tamafio suficiente para adquirir un
espectro SV de (2,5 mm)® en su interior y poder asi comenzar con el protocolo de terapia
descrito en la seccién 3.4.1.1.2. En este estudio ambos animales llegaron al dia ideal para
inicio del protocolo con TMZ los dias 28 y 35 post-implantacion respectivamente (Figura 4.20).
En dicho punto temporal se adquirié un espectro SV del tumor y se llevé a cabo un estudio pre
y post-inyeccion de Gd-DTPA i.p. para comprobar que los tumores tenian el patron

caracteristico de GBM (grado V).

FIGURA 4.20: En la fila superior a la izquierda se muestra una imagen ponderada en T, de alta

resolucion de uno de los nude (Nude 1) inoculados con células de una biopsia de GBM humano no
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respondedor a TMZ a dia 35 post-implantacién. A su derecha se puede observar una imagen T,, del
mismo animal en el mismo dia de exploracion 20 minutos después de una inyeccion i.p. de Gd-DTPA.
Todo el tumor muestra captaciéon homogénea de contraste. En la parte inferior se muestran los espectros

a TEC (izquierda) y TEL (derecha) del mismo tumor entre 0,5y 4,5 ppm.

4.2.2.2 Respuesta a la terapia: Efectos en el crecimiento tumoral y la supervivencia.

Veinte animales Swiss nude fueron inoculados con células procedentes de una muestra de
GBM humano del grupo de pacientes clasificados como no respondedores al tratamiento con
TMZ, segun lo descrito en la seccibn de Materiales y Métodos. Diez animales fueron
explorados periédicamente por IRM hasta que los tumores alcanzaron un tamafio adecuado
para realizar estudios por ERM (entre los dias 32 y 42 post-implantacién). En ese momento,
cinco de los ratones fueron tratados con s6lo un ciclo de TMZ como el descrito para los GL261
en la seccién 3.4.1.1.2, y los otros cinco recibieron el vehiculo de administracion (DMSO 10%
en suero fisiolégico) durante el mismo tiempo. La evolucion del crecimiento tumoral se siguié
periddicamente cada 7 dias aproximadamente (Figura 4.21). El nUmero de individuos en ambos
grupos se vio reducido a cuatro debido a que dos animales murieron por infeccion respiratoria y

no pudieron ser estudiados a lo largo del tiempo.

Los otros 10 animales también fueron distribuidos equitativamente en un grupo control y otro
con tratamiento, pero no fueron explorados por RMN. Los animales no explorados empezaron a
recibir la TMZ o el vehiculo en el momento en que el primer animal del grupo de los explorados
mostré un tumor de tamafio aceptable para ser tratado. La supervivencia se evalud sobre el
conjunto de 20 animales una vez finalizado el estudio (Figura 4.22), resultando
significativamente mayor (p<0,05) en el grupo que recibi6 TMZ (61,5 dias = 2,6 (SEM))

respecto al que recibié sélo el vehiculo de administracion (51 dias + 2,6 (SEM)).
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FIGURA 4.21: A la izquierda se muestran imagenes de alta resolucién ponderadas en T, de un animal
Swiss nude tratado con TMZ (fila superior, Nude 1) y otro tratado Unicamente con el vehiculo de
administracion (fila inferior, Nude 9) antes y después del tratamiento (de izquierda a derecha). A la
derecha estan representadas las curvas promedio de crecimiento tumoral para el grupo tratado con TMZ
y el que solo recibid el vehiculo. No hubo diferencias significativas entre los volumenes de ambos

grupos.
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FIGURA 4.22: Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de los animales Swiss nude tratados con TMZ y de
los tratados con el vehiculo. El grupo que recibié TMZ sobrevivié significativamente mas (p<0,05). Todos
los animales sobrevivieron sin complicaciones hasta el dia 40, que aproximadamente cuando los
tumores alcanzaron el tamafio deseado para iniciar el tratamiento, por eso la supervivencia se

representa a partir de este punto temporal.

4.2.2.3 Respuesta a la terapia: Estudio del patréon obtenido por IERM en animales inoculados
con muestras respondedoras y no respondedoras a TMZ.

Diez animales Swiss nude fueron utilizados en este estudio, cinco inoculados con una
muestra de paciente no respondedor a terapia con TMZ y cinco con una muestra
respondedora. Todos los animales fueron explorados periddicamente por IRM cada siete dias
hasta que los tumores alcanzaron un tamafo adecuado para realizar estudios por ERM (dias
21-90 post-implantacién en el caso de la muestra no respondedora y dias 150 y 180 en dos
casos de la muestra respondedora). En ese momento se realizé un estudio de IERM a TEC

(12ms) y TEL (136ms) en cada animal y se inicidé el protocolo de terapia con un ciclo de TMZ
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(Figura 4.23). A partir de ese momento los animales sélo fueron estudiados a nivel de

supervivencia.

Dos de los animales inoculados con la muestra respondedora murieron a causa de una
infeccion respiratoria antes de desarrollar un tumor de volumen adecuado y otro murié a causa
de una infeccién hepatica complicada con ascitis, por lo que no pudieron ser incluidos en el
estudio de supervivencia. Ademas hubo otro animal dentro de este grupo que murié durante el
estudio por IERM, por lo que su patrén espectral tumoral quedoé registrado pero no fue posible
incluirlo en el protocolo de terapia. El Gnico individuo inoculado con la muestra respondedora
gue fue incluido en el protocolo de terapia sobrevivié diez meses tras la implantacion de las
células tumorales, de los cuales cuatro transcurrieron después de la deteccién del tumor y la

administracion de TMZ.

La curva de Kaplan-Meier de supervivencia para el grupo no respondedor se detalla en la
Figura 4.24. Uno de los animales de este grupo fallecié después de la exploracion por IERM y

no fue incluido en el estudio de supervivencia, ya que no recibi6 tratamiento.
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FIGURA 4.23: Espectros promedio (+ SD en gris) adquiridos a partir de los espectros individuales de los
grid de las secuencias de IERM adquiridas en los animales Swiss nude inoculados con muestras de
GBM humanos respondedoras (columna derecha, n=2) y no respondedoras (columna izquierda, n=5) a
terapia con TMZ. En la figura se muestran los espectros promedio a TEC (fila superior) y TEL (fila
inferior) de ambos tipos de muestras con una imagen representativa de localizacion del VOI de IERM en

cada caso en la que el limite del tumor aparece bordeado por una linea negra discontinua.
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FIGURA 4.24: Curva de supervivencia Kaplan-Meier de los animales inoculados con la muestra de GBM
humano no respondedor a terapia con TMZ (n=4). El animal que sobrevivi6 mas tiempo fue el que

desarrollé el tumor de tamafio adecuado mas tarde (dia 90 post-implantacion).

4.2.2.4 Discusion de los resultados obtenidos con el modelo xenogratft.

Los resultados obtenidos demuestran que, en el caso de animales inoculados con células
procedentes de biopsias humanas, el protocolo de un ciclo de TMZ desarrollado previamente
en animales GL261 tiene efectos parecidos; es decir, la supervivencia del grupo tratado mejora
significativamente respecto al control pero no se observan cambios a nivel volumétrico en la
evolucién del grupo de tumores. Teniendo en cuenta que el ritmo de crecimiento inicial de los
tumores no fue homogéneo en todos los animales, para futuros experimentos con ratones
inoculados con células humanas seria conveniente aumentar el numero de exploraciones antes
de la aparicion del tumor, para asegurar que en el momento de deteccion el volumen sea el
adecuado para el protocolo de terapia a seguir. En el caso de las muestras respondedoras a

TMZ este factor es muy importante, ya que se comprobd que los tumores generados a partir
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de ellas tardaron en crecer entre 150 y 180 dias respecto a los 42 de las muestras no
respondedoras. Quizas hubiese sido necesario hacer un estudio piloto de crecimiento tumoral
con este tipo de muestra similar al descrito en 4.2.2.1 para una muestra no respondedora, para
tener un registro de la evolucion de las masas respondedoras antes de iniciar el trabajo
experimental con terapia. Una vez demostrado que el tratamiento con TMZ es efectivo en este
modelo animal a nivel de supervivencia, seria necesario caracterizar con un nimero mayor de
animales el patrén espectroscopico caracteristico de las muestras provenientes de pacientes
respondedores y no respondedores a terapia, ya que en el estudio descrito en 4.2.2.3 sélo se
pudo obtener el espectro promedio de dos animales inoculados con la muestra respondedora, y
este nimero es insuficiente para realizar analisis estadisticos. A priori podria decirse que
ambos tipos de muestra difieren en el cociente colina/creatina, AML/creatina y lactato/alanina.
También seria interesante comprobar los efectos de la terapia a nivel del patron
espectroscépico (ERM, IERM) comparando espectros pre y post-terapia y correlacionandolos
con el origen de la muestra, comparando muestras de tumores humanos respondedores y no

respondedores a terapia con TMZ.

4.3 ESTUDIOS DE PERTURBACION DEL PATRON ESPECTRAL Y SU APLICACION AL
ESTUDIO DE TUMORES CEREBRALES.

4.3.1 EFECTO DEL DMSO EN EL MODELO ORTOTOPICO DE GBM MURINO Y EN UN
MODELO GEM.

4.3.1.1 Estudios con ERM.

Durante la realizacion del estudio control en animales WT sobre la tolerancia a la TMZ
(descrito en la seccién 4.2.1.2.a de Resultados), los espectros adquiridos a TEC y TEL en el
estriado de dichos animales inmediatamente después de la administraciéon de TMZ revelaron
una resonancia a 2,72 ppm gque no pertenece al patron de paréngquima cerebral normal murino
(Figura 4.25) y que no esta presente en el mismo a las 24 horas de la administracion (Figura
4.26). Posteriormente se demostré que dicha resonancia correspondia a los dos grupos metilo

magnéticamente equivalentes del DMSO (ver también el apartado 4.4 de resultados).
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FIGURA 4.25: A) Espectros de 'H-ERM SV a TEC (12 ms) y TEL (136 ms) del estriado de un animal WT
30 minutos después de recibir una dosis de TMZ disuelta en el vehiculo de administracion (DMSO al
10% en suero fisioldgico). El voxel de adquisicion (2,5 mm)3 estd marcado en rosa en la imagen de alta
resolucién ponderada en T, (izquierda). B) Espectros de 'H-ERM SV a TEC y TEL de un tumor GL261
(dia 16 post-inoculaciéon, imagen T, a la izquierda) 30 minutos después de recibir la misma dosis de
agente terapéutico. La resonancia de DMSO es claramente detectable a 2,72 ppm en ambos animales a

los dos TE.

Estudios por 'H-ERM SV a diferentes tiempos post-administracion de terapia (n=3)
permitieron observar la curva de lavado del DMSO en parénquima cerebral normal (Figura
4.26). Ademas, se ajusto la intensidad de la sefal de DMSO registrada a lo largo del tiempo a
una curva exponencial decreciente (Figura 4.27), asumiendo como maxima concentracion la

detectada 30 minutos después de la administracion para calcular la vida media del compuesto

en el tejido (y = aeibt), que resultd ser de 2,06 £ 0,58h. La resonancia a 2,72 ppm permanecio

visible al menos 6 horas después de la administracion y la concentraciéon maxima detectada fue
de 4,06 £ 0,73 ymol/g de agua en el cerebro (140). La concentracién de DMSO fue comparada

con las correspondientes a colina y creatina en parénquima cerebral normal, que
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permanecieron constantes durante el estudio (p<0,05): 1,10 £ 0,26 y 5,75 £ 0,60 uymol/g
respectivamente. Los valores detectados para estos dos metabolitos concuerdan con lo

descrito previamente por otros autores en estudios in vivo en raton a 9,4T (141).

FIGURA 4.26: Cinética de lavado del DMSO en parénquima cerebral normal (circulos negros, n=3) y
tumores GL261 (circulos blancos, n=3), antes de la administracién de DMSO y 30 minutos, 1 h, 2h, 5-6h
y 24 h después. La acumulacién de DMSO fue significativamente mayor (*) en el tejido tumoral (1,5
veces) respecto al parénquima normal y el lavado mas lento. Las barras verticales muestran la

desviacion estandar en cada punto.
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FIGURA 4.27: Ajuste exponencial decreciente de la cinética de lavado del DMSO en parénquima

cerebral normal de ratones C57BL/6 (n=3) utilizado para el calculo de la vida media (V = aefbt ).

Una vez descrito el comportamiento del DMSO en parénquima cerebral normal, se procedio
a realizar el mismo tipo de estudio con tres animales inoculados con células GL261. En este
caso no se administré terapia sino Unicamente el vehiculo (DMSO en suero fisiolégico 10%), ya
que la finalidad del estudio en este caso era detectar y cuantificar la resonancia del DMSO en
GBM de grado IV y no los efectos del agente terapéutico que se disuelve en DMSO. Las
exploraciones por 1H-ERM SV se llevaron a cabo el dia 16 post-implantacién, a los mismos
tiempos post-inyeccion i.p. que en los animales WT, excepto el ultimo punto temporal, que fue
de cinco horas en vez de seis. Los espectros adquiridos en los tumores a TEC y TEL
demostraron también la presencia de la sefial de DMSO a 2,72 ppm (Figura 4.25), que
permanecié visible como minimo hasta cinco horas después de la administracion del vehiculo.
Como en el caso de los animales WT, la concentracion maxima de DMSO fue detectada en el
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primer punto de exploracién, 30 minutos después de la administraciéon: 6,18 + 0,85umol/g. La
vida media aparente calculada en el interior del tumor fue de 4,57 £ 1,15 h. En este caso
también se comparé la concentracion de DMSO con las de colina y creatina, que
permanecieron constantes a lo largo del estudio (2,50 + 0,42 y 4,88 + 1,18 pmol/g
respectivamente, p< 0,05). La comparacion entre las curvas de lavado del DMSO en
parénquima normal y tumor mostré6 diferencias significativas (p< 0,05) entre las
concentraciones alcanzadas por dicho compuesto en ambos tipos de tejido. La concentracion
mas elevada se detecté dentro de los tumores, siendo la curva de lavado del compuesto mas

lenta en este tejido en comparacion con el parénquima normal.

4.3.1.2 Estudios de la perturbacion con DMSO mediante IERM.

4.3.1.2 a) Tumores GL261

Tres ratones C57BL/6 fueron inoculados con células GL261 para estudiar el efecto del
DMSO conjuntamente sobre cerebro normal y tumor utilizando secuencias de IERM. Los
animales fueron explorados los dias 14 (C255), 18 (C288) y 13 (C351) post-implantacion,
cuando el volumen de los tumores era el utilizado habitualmente en estudios previos (unos 70
mm?®) (108). La Figura 4.28 muestra espectros representativos (TEC), tanto dentro del tumor
como de la regién peritumoral/normal, de uno de dichos animales adquiridos antes y después
(88 min) de la inyeccion i.p. de DMSO. Las secuencias de IERM fueron adquiridas
consecutivamente durante 6 horas después de la inyeccion de DMSO, y la méaxima
concentracion del compuesto se detectd segln el tumor entre los minutos 22 y 88 post-
administracién. Los mapas codificados para la intensidad de la sefial de DMSO detectada en el
VOI mostraron un claro “hot-spot” de acumulacién de DMSO dentro del tumor, en comparaciéon
con el parénquima circundante (Figura 4.29 A) (142). Estas diferencias se hacen mas evidentes
al calcular las curvas de acumulaciéon de DMSO a lo largo del tiempo para los dos tipos de

tejido (Figura 4.29 D). Se seleccionaron cuatro voxels (pintados de negro en la Figura 4.29 C)
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como muestra de tejido normal en cada caso, mientras que el nimero de voxels seleccionados
como muestra del tumor fue variable (pixels en gris en la Figura 4.29 C). Los voxels dentro del
VOI que contenian el 50% o mas de volumen tumoral (identificado en las imagenes T, de alta
resolucion) se seleccionaron como region tumoral para calcular las curvas. Las intensidades
relativas de la resonancia de DMSO se calcularon en cada tipo de tejido y fueron representadas
en funcion de los niveles iniciales de referencia (pre-inyeccién), que fueron considerados como
el 100% de acumulacién. En la Figura 4.29 D se muestran las curvas calculadas, con el
maximo de acumulacidon sefalado por una barra de color verde en cada caso. Este valor
maximo resulté ser significativamente mayor en el tejido tumoral que en el normal (Figura 4.29
E, p<0,05). En el ratén C255 el aumento maximo de concentracion de DMSO fue de 977.61 +
140.06% en el tumor y de 457.52 + 125.81% en el parénquima normal/peritumoral, en el minuto
88 post-inyeccion. En el animal 288 la maxima concentracion se detectd a los 44 minutos post-
inyeccion (1024.25 + 252.74% dentro del tumor y 447.10 + 74.81% en la regiéon peritumoral) y
en el C351 a los 22 minutos (1013.35 + 222.85% en el tumor y 449.11 + 97.27% en el tejido

circundante).
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FIGURA 4.28: A) VOI de adquisicion para las secuencias de IERM (12 ms TE) superpuesto a la imagen

de referencia (T,,-HR) en un tumor GL261 (C255). El VOI a mayor aumento se muestra en el centro; la
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linea punteada negra marca el limite del tumor y los cuadrados 1 y 2 corresponden a los espectros SV
extraidos de esas regiones de la matriz de IERM y que se exponen en B. A la derecha se muestra un
mapa en escala de color de la intensidad de DMSO detectada en el VOI 88 minutos tras la
administracion. Se puede observar una clara acumulacion del agente dentro del tumor comparado con el
parénquima peritumoral. B) Espectros a TEC extraidos de las regiones macadas como 1 (parénquima
peritumoral/normal) y 2 (tejido tumoral) en la matriz expuesta en A, antes (espectro azul) y 88 min

después de la administracion de DMSO (espectro en rojo).

RS )
-
B B
-
———

o L

I
ccw

o
1
1

¥ T W
Timeepes fmin)
s =
[
i
El!’ oL
e
I
Pl
oot
S
L el
N O
E‘:\:‘:i’.‘
oo
800 0 |.
L S ——— | E] |-'
[ Tumotes GL281 i b
Rmﬂ -} L e m™m b . k-] 1o

T |rein)

FIGURA 4.29: Deteccion de DMSO por IERM en tumores GL261. A) Localizacion de los VOI sobre las
imagenes de referencia de T,,-HR en tres animales afectados por tumores GL261. La linea discontinua
marca el limite de la masa tumoral. B) Mapas codificados en color para el punto temporal de maxima
intensidad de la sefal de DMSO detectada tras la inyeccion intraperitoneal en cada animal (a los 88 min

en el ratén C255, a los 44 min en el en el C288 y a los 22min en el 351). Se detecta un claro hot-spot de
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DMSO en el interior de los tumores al compararlos con el parénquima cerebral normal/peritumoral (ver
leyenda 4.29 E para el uso de los cuadrados). C) Voxels individuales extraidos del VOI de IERM que
contienen regiones de parénquima normal (cuadrados negros) y la masa tumoral (voxels grises) y que
fueron utilizados para calcular las curvas de lavado de DMSO que se muestran en la parte D. D) Curvas
de lavado del DMSO calculadas a partir de sus intensidades relativas registradas desde el momento de
la inyeccion y durante 6 horas en los voxels marcados en C. El nivel basal de referencia en cada caso es
el 100%. Los puntos rojos corresponden a la intensidad relativa de DMSO registrada en los tumores
(pixels grises en C) y los puntos negros a la intensidad registrada en el parénquima normal/peritumoral
(pixels negros en C). Las barras de error representan la desviacion estandar de las intensidades de
DMSO registradas en cada conjunto de pixels para cada punto temporal. La barra verde vertical sefiala
el punto de maxima acumulacion de DMSO en cada animal. E) Box-plots (ver Figura 4.19 para su
descripcidn) con los valores de intensidad relativa de DMSO calculadas en las regiones peritumorales y
tumorales sefialadas en los cuadrados de borde negro en B. Las barras de error representan la
desviacién estandar existente entre los tres animales. (*) Indica una diferencia significativa de intensidad

(p<0,05) entre ambos tejidos.

4.3.1.2 b) Animales GEM

Tres animales de la cepa S100B-v-erbB/Ink4a-Arf(+/-) afectados por tumores ODG de grado
Il (§523 y S609) y grado Il con zonas de transicién a IV (S768) participaron en el mismo
protocolo descrito anteriormente para los GL261. Previamente, fueron estudiados por IRM con
secuencias T,,~CE para comprobar si la barrera hematoencefalica estaba o no intacta (Figura
4.30) y por 'H-ERM SV para analizar el patron espectroscopico de las masas y corroborar si
eran tumores de bajo grado (cociente colina/creatina bajo, NAA elevado y pocos lipidos
moviles) o alto grado (cociente colina/creatina elevado, NAA muy disminuido y presencia
considerable de lipidos moviles). El tipo y grado de los tumores fue confirmado post-mortem
mediante un analisis histopatoldgico basado en tinciones de hematoxilina-eosina realizadas en
diferentes cortes del encéfalo coincidentes con la region analizada por IERM. Las

caracteristicas del tejido en las que se bas6 el diagndstico histopatoldgico fueron las siguientes:
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Los ODG de grado |l se caracterizaron por presentar proliferacion neoplasica circunscrita de
células isomorfas (nucleo redondo rodeado de citoplasma aparentemente vacio) de tamano
pequefio o medio. Los tejidos mostraban pleormorfismo moderado, anisocariosis, pocas
mitosis, células neoplasicas creciendo en patrén en forma de panal y vasos sanguineos de
forma y distribucion irregulares con hiperplasia endotelial. EI ODG de grado Il con transicion a
grado IV (S768) presentd las caracteristicas anteriormente descritas en las zonas clasificadas
como de bajo grado y, poblaciones de células neoplasicas pleomérficas con evidente atipia
nuclear, anisocariosis y citoplasmas eosindfilos creciendo en grupos, en las regiones de
transicion, en las que el componente vascular era mas prominente. Ademas, en dichas
regiones de alto grado (grado IV) se observaron células necréticas aisladas con nucleos

picnéticos (Figura 4.30).

Ty - preGd

Tiw- postGd

FIGURA 4.30: En A) se muestran las imagenes T1w-CE pre y 20 minutos post inyeccion i.p. de Gd-

DTPA (filas superior e inferior respectivamente) de los tres animales GEM estudiados por PE-IERM con
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DMSO (S523, S609 y S768 de izquierda a derecha). En los dos primeros animales no se observé
captacion de contraste, lo cual corroboraba que la BHE estaba intacta y por tanto se trataba muy
probablemente de tumores de bajo grado. En el tercer caso se detectd captacion de contraste que sélo
afectaba a la regién frontal del tumor. B) Las dos primeras imagenes (empezando por la izquierda)
muestran tinciones de hematoxilina-eosina de los dos tipos de tejido detectados en el tumor del animal
S768. La primera imagen corresponde a la mayoria del tumor: ODG-II. Las flechas blancas sefialan
células caracteristicas de este tipo tumoral en forma de panal y la estrella indica un capilar de paredes
finas presente en la region de estudio. Las flechas amarillas indican algunas células de patron mas
indiferenciado que el anterior. La segunda imagen muestra la poblacién en transicion (grado V) con
células tipicas de este estadio (flechas amarillas), vasos sanguineos mas prominentes (estrella) y células
necraticas con nicleos picndticos (circulos). La tercera imagen (derecha) muestra un ejemplo del mismo

tipo de tincién en un GBM GL261 (grado IV) en la que se puede compar.

Al igual que en el caso de los animales GL261, se adquirieron secuencias de IERM pre y
post-administracion intraperitoneal de DMSO. Los espectros adquiridos en el VOI fueron
utilizados para calcular mapas de acumulacion de DMSO detectable por RM. Como sucedi6
con los tumores GL261, los ODG-Il también mostraron claros hot-spots de acumulacién en el
interior del tumor en comparacién con el parénquima cerebral circundante (p<0,05). La maxima
concentracion fue detectada en el minuto 66 post-inyeccién en ambos casos. En el raton S609
la maxima concentracion de DMSO fue significativamente menor que en el S523 (ver rango de

la escala de intensidad de la Figura 4.31).

Los animales GL261 sobrevivieron sin dificultades respiratorias al protocolo completo. Sin
embargo, los ODG-II presentaron patrones respiratorios anormales tras tres horas de
exploracion, por lo que el nivel de anestesia y la monitorizacién de los animales tuvieron que

ser estrictamente controlados a lo largo del experimento.
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FIGURA 4.31: Deteccion de DMSO por IERM en tumores ODG-Il. A) Animales S523, S609 y S768 (uno
en cada fila). De izquierda a derecha: Imagenes de referencia T,,—HR para la localizacién del VOI en los
estudios de IERM (la linea discontinua representa los limites de la masa tumoral) y mapas codificados en
color para la maxima intensidad de DMSO detectada en cada caso. La maxima concentracién de DMSO
fue detectada a los 66 minutos post-inyeccion en los dos primeros casos y a los 88 minutos en el tercero.
La escala de intensidad de los mapas (barra vertical a la derecha) fue diferente para el animal S523. B)
Espectros representativos obtenidos a partir de un voxel individual del VOI del animal S523, antes (azul)
y 66 min después de la inyeccién de DMSO (rojo). El patrén espectral es representativo de un ODG de
bajo grado: bajo cociente colina/creatina; niveles elevados de NAA y baja sefal de lipidos moéviles. C)
Comparacion de la acumulacion de DMSO entre el tejido peritumoral y los tumores (regiones
enmarcadas en cuadrados negros en los mapas de color de intensidad relativa de DMSO). Las barras de
error muestran la desviacion estandar para los ratones considerados (*) Indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos tejidos.
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4.3.1.3 Discusion de los resultados obtenidos con los estudios ERM/IERM en los modelos
GL261 y ODG-IL.

Potencial del DMSO como agente de contraste para tumores cerebrales

Los estudios por *H ERM SV en animales WT del grupo de tolerancia a la TMZ revelaron la
presencia de la sefial de DMSO en el patron espectral de parénquima cerebral normal tras su
administracion intragastrica. Este mismo fendbmeno fue observado en los espectros SV de
animales inoculados con células GL261 tras la administracion intragastrica del vehiculo sin
TMZ. Teniendo en cuenta estos hechos, los estudios por 'H-ERM de respuesta a terapia en
animales tratados con TMZ deberian realizarse una vez que dicho compuesto hubiera sido
lavado completamente del cerebro (aproximadamente después de 6 horas en ratdn), para
evitar una perturbacién exdgena e involuntaria del patrén espectral en estudio, o bien tener en

cuenta su contribucion a dicho patron espectral.

Por otro lado, esta observacién nos llevd a investigar con mas detalle las diferencias
existentes en el patrén de acumulacion del DMSO entre tejido cerebral normal y tumoral. Los
resultados obtenidos sugieren un nuevo potencial para dicho compuesto, ya que su
acumulacién diferencial aporta contraste en tumores de bajo y alto grado respecto al
parénquima cerebral normal. Ademas, este contraste se obtiene tanto si la BHE esta intacta
como si esta rota, lo cual aporta ventajas tangibles respecto a otros medios de contraste
actualmente utilizados, como por ejemplo el gadolinio, que en algunos casos no permite
detectar tumores preclinicos, por ejemplo cuando la BHE esta intacta, y también antes o
después de terapia antiangiogénica, que parece producir una normalizacion transitoria de la

permeabilidad tumoral (143).

DMSO vy heterogeneidad intratumoral

La intensidad normalizada media de DMSO alcanzada en los tumores GL261 y en dos de

los ODGs (S523 y S768) fue 1,75 veces mayor que en el tercer ODG (S609). Esto podria
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deberse a diferencias en el tamafio o estado evolutivo de los tumores, por lo que estudios con
una cohorte mas amplia de individuos seran necesarios para evaluar apropiadamente dichas

diferencias.

Por otro lado, también hay que destacar la variabilidad del tiempo necesaria para alcanzar
el maximo de concentracion entre los diferentes tumores (rango de 22-88 minutos post-
inyeccién). Esto podria deberse, entre otras causas, a diferencias de perfusiéon regional en los
tumores. Ademas, la aparente heterogeneidad intra-tumoral detectada a través del marcaje
diferencial (hot-spots) en los mapas de intensidad de sefial de DMSO, requiere mas estudios
para confirmar su presencia y, en caso de verificarse, para comprender su origen y la posible

relacién con propiedades celulares y/o bioquimicas de los tumores estudiados.

Posibles causas del efecto diferencial del DMSO.

Se ha descrito que el DMSO tiene gran utilidad como carrier de diversos farmacos debido a
su facilidad para atravesar membranas celulares (144-146). Teniendo en cuenta esta
propiedad, podemos concluir que los resultados anteriormente expuestos pueden deberse a la
capacidad del DMSO para atravesar la BHE intacta tanto en animales WT como en animales
afectados por tumores de bajo grado (ODG-Il) que no muestran contraste tras la administracion

de Gd-DTPA.

La etiologia de la retencion diferencial del DMSO en el tejido tumoral con respecto al
parénquima cerebral normal todavia nos es desconocida, aunque podria estar asociada a
alguna caracteristica del tejido tumoral independiente del grado y malignidad del mismo, al
menos desde un punto de vista cualitativo aunque no necesariamente cuantitativo (como se ha
visto en los resultados anteriores existen tumores que retienen una concentracién relativa de
DMSO mayor que otros). Hasta el momento hemos realizado algunos estudios para
comprender dicho fendbmeno. Nuestra primera hipétesis de trabajo fue considerar que quizas el

DMSO fuera retenido de manera diferencial en las goticulas lipidicas (esencialmente micelas
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de fosfolipidos vy triacilgliceroles) normalmente presentes en el citosol de las células tumorales
(147). Sin embargo nuestra hipotesis de trabajo se reveld incorrecta segun lo descrito en el
apartado 4.3.1.4 de esta seccion, lo cual concordaria con el bajisimo coeficiente de particion
aceite-agua descrito para el DMSO (0,003) (148). Por lo tanto, un compartimento puramente

hidrofébico no seria un buen reservorio para el DMSO.

Otra posibilidad a considerar es que el DMSO quede retenido en la membrana plasmatica
de las células. A este respecto, modelos de simulacién dinamica molecular de la bicapa lipidica
en interaccién con moléculas de DMSO han demostrado que este compuesto se intercala en la
membrana situandose bajo las cabezas polares de los lipidos y puede inducir la formacién de
poros hidrofilicos (80). Ademas, hay diversos ejemplos en la literatura de estudios con
diferentes sondas fluorescentes que marcan la membrana plasmatica de las células (149) y
otros que demuestran que la unidn de estas sondas es diferente segin el estado de
proliferacion celular (150). Por lo tanto, considerando estos hechos, podemos considerar como
hipotesis de trabajo a evaluar en un futuro que la retencion diferencial de DMSO en tejido
tumoral podria deberse al estado de fluidez y composicion particulares de la membrana
plasmatica de las células en proliferacion en comparaciéon con las células normales en estado

guiescente.

4.3.1.4 Experimentos con goticulas artificiales in vitro.

Los espectros de agua no suprimida adquiridos in vitro a 7 T en dos phantoms que
contenian TMZ y el vehiculo de administracién a dos pHs diferentes (8,26 y 5,91) fueron
procesados referenciando las sefiales detectadas a la resonancia del agua a 4,75 ppm. El
desplazamiento quimico de los grupos metilo del DMSO resultdé ser un singlete a 2,82 ppm a
temperatura ambiente (24°C) en ambas muestras de acuerdo con lo esperado, ya que este
compuesto no es dependiente del pH en el rango fisioldgico de interés. Las resonancias de los
protones aromaticos de la TMZ, AIC y MTIC se detectaron a 8,6; 7,2 y 3,2 ppm

respectivamente a pH 8,26 segun lo descrito en (117). No se observaron sefiales en el rango
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de 0 a 3 ppm, lo cual descarta que dichos compuestos puedan contribuir con sus resonancias a
la senal de DMSO in vivo (Figura 4.32). La TMZ sin degradar se detecta a 3,9 ppm en el
espectro adquirido a pH 5,91 (151), aunque el proceso de degradacién de dicho compuesto
empieza a partir de pH5, por lo que la senal a 8,6 ppm ya es detectable. El desplazamiento
quimico del DMSO in vitro resulté ser ligeramente distinto al detectado in vivo (2,72 ppm). Esto
puede ser debido, entre otros factores, a la dependencia existente entre el desplazamiento
quimico del agua (utilizada como referencia interna) y la temperatura (152). Para comprobarlo,
se adquirié (en las mismas condiciones que los anteriores) un espectro sin supresién de agua
en un phantom compuesto por DMSO al 10% en salino a 37°C. En este caso el desplazamiento
quimico del DMSO referenciado a la sefial del agua resultd ser de 2,72 ppm, igual que en los

experimentos in vivo.

FIGURA 4.32: Espectros adquiridos in vitro a 7 Ta partir de dos phantoms de TMZ disuelta en DMSO a
pHs diferentes. A la izquierda se muestra una vision general entre 0 y 10 ppm del phantom a pH 5,91. La

sefial de DMSO es claramente detectable a 2,82 ppm. A la derecha, se muestran los espectros de los
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phantoms a pH 8,26 (superior) y 5,91 (inferior) con la escala de intensidad ampliada para poder
visualizar correctamente las sefiales de TMZ y sus subproductos. A pH 8,26 puede detectarse la sefial
de la TMZ (3,9 ppm) y las sefiales correspondientes a su degradacion a 8,6; 7,2 (AIC) y 3,2 ppm (MTIC).
A pH 5,91 la sefal principal detectable es la de 3,9 ppm aunque la degradacién esta iniciAndose (se

detecta TMZ a 8,6 ppm).

Los espectros adquiridos in vitro por HR-MAS (Figura 4.33) en las muestras que contenian
las AOBs y el tampén de disolucién (obtenido tras centrifugar la muestra de AOBs) se
compararon con aquellos obtenidos a partir de phantoms con DMSO y creatina, para investigar
una posible retenciéon diferencial del DMSO por parte de las AOBs. En este sentido no se
detectaron diferencias significativas en el cociente de las areas de Creatina/DMSO, que fue de
0,88 + 0,05 en el phantom sin AOBs, 1,06 =+ 0,16 en la muestra de AOBs y 0,77 £ 0,07 en la
solucion de minimal buffer recuperado después de retirar la capa de goticulas tras la
centrifugacion de las muestras. Si el DMSO se acumulase de manera asociada a las goticulas
lipidicas, la intensidad de su resonancia deberia haber aumentado respecto a la de la creatina
en la muestra de AOBs, en comparacion con las intensidades detectadas en los phantoms y en
las muestras de minimal buffer. Por ejemplo, si el coeficiente de particion del DMSO en el
compartimento de las goticulas fuese de 1, el cociente Creatina/DMSO en la muestra de AOBs
seria mucho mas baja que en el phantom o minimal buffer. La explicacion para este fenbmeno
seria que mientras el DMSO se retendria preferentemente asociado a las AOBs, la creatina
(sustancia hidrofilica) no lo haria. Los resultados obtenidos con los experimentos descritos en

esta seccion no permiten confirmar la hipétesis.
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FIGURA 4.33: A) A la izquierda, imagen adquirida con un microscopio 6ptico de contraste de fases de
las AOBs de oleosina utilizadas en los experimentos de HR-MAS. El tamafio de la barra de referencia es
de 20 um. A la derecha, un espectro representativo de una muestra de AOBs adquirido a 3000 Hz de
frecuencia de giro y 37°C. Las resonancias entre 0,8 y 2,5 ppm pertenecen a los lipidos mdviles de las
cadenas de 4cidos grasos del TAG (ver también Pérez et al (153) para las asignaciones), mientras que el
HDO residual aparece a 4,8 ppm. Las sefiales de DMSO y creatina son practicamente indetectables a
esa escala. B) Ajuste de AMARES (en morado el patrén ajustado y en rojo el espectro original). En la
parte superior se muestra un espectro de AOBs en el rango de 0,5 a 3,5 ppm. La resonancia del DMSO
esta parcialmente superpuesta a la sefial de lipidos de 2,8 ppm, por lo que el uso del AMARES permite
asignar de manera precisa el area perteneciente a cada metabolito. La resonancia de la creatina es

también visible a 3,03 ppm. En la parte inferior se muestra un espectro de una muestra de tampon
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minimal buffer conteniendo DMSO y creatina, en la misma concentracién que la solucion de AOBs. C)

Formula quimica de un TAG.

4.3.1.5 Estudios con IERM en tumores en tratamiento

Ante los resultados obtenidos en los estudios PE-IERM con DMSO (apartado 4.3.1.2 de
Resultados), se procedié a realizar el mismo protocolo con tumores GL261 tratados con el
mejor de los protocolos de terapia estudiados (tres ciclos de TMZ, apartado 3.4.1.1.3 de
Materiales y Métodos), para comprobar si la acumulacion de dicho compuesto sufria
variaciones como consecuencia de los cambios generados en las masas tumorales debidos a
la terapia. Veintiséis animales fueron divididos en siete grupos (control pre terapia a dia 10
(n=3); grupo tras el primer ciclo de TMZ a dia 15 (n=3); grupo antes del segundo ciclo a dia 18
(n=6); control sin terapia a dia 18 (n=3); grupo justo después del segundo ciclo a dia 22 (n=6);
grupo después del tercer ciclo a dia 26 (n=3) y grupo en recidiva (n=2)) (ver también Figura
4.12), estudiados por PE-IERM con DMSO y sacrificados en diferentes puntos temporales del
protocolo de terapia para estudiarlos por histopatologia (Figura 4.34). Los patrones espectrales
promedio con su respectiva desviacion estandar de los tumores, paréngquima
peritumoral/normal y regiones de hot-spot de acumulacién de DMSO, tanto dentro como fuera
de la masa andémala del tumor definida por la imagen T,, HR de los distintos grupos pueden

observarse en el Anexo 4.
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FIGURA 4.34: Mapas representativos de intensidad de DMSO calculados a partir de secuencias de PE-
IERM adquiridas en tumores GL261 a diferentes tiempos durante el protocolo de terapia de tres ciclos
con TMZ. El orden secuencial de las imagenes es de izquierda a derecha y de arriba abajo. En cada
punto temporal se representa la imagen de referencia para la secuencia de IERM (T,,, HR) a la izquierda
y el mapa de intensidad de DMSO en el punto de maxima acumulacion a la derecha. La escala de
intensidad es comun para todos los mapas y se muestra a la derecha en la figura. En la parte inferior se
compara la intensidad de DMSO detectada en el interior de tumores GL261 control (n=3) con la
detectada en el interior de tumores tratados con TMZ en el momento de maxima respuesta registrada por
PE-IERM (n=3) y con la region peritumoral/normal (n=6) en ratones afectados por tumores del mismo
tipo sin tratar. Las regiones analizadas se representan delimitadas por una linea continua negra dentro
de los mapas de intensidad de DMSO para los tres casos. La acumulacion de DMSO fue

significativamente mayor en el interior de los tumores sin tratamiento.
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Como puede observarse en la Figura 4.34 el DMSO mostré una retencion diferencial
variable en los tumores GL261 dependiendo del punto temporal en el que se encontraban
dentro del protocolo de tres ciclos de terapia con TMZ. El dia antes de iniciar el protocolo (dia
10) el compuesto mostré una retencién mayor dentro del tumor y en las zonas peri-tumorales.
Justo después del primer ciclo de terapia el interior del tumor mostré una disminucion en la
intensidad de sefial de DMSO, lo cual fue todavia mas apreciable justo antes de iniciar el
segundo ciclo (antes que la respuesta volumétrica detectada por IRM, ver Figura 4.12). En el
periodo de respuesta detectable por IRM (dias 21-28) la sefial del DMSO dentro de las masas
tumorales continué siendo menor que en los tumores control, volviendo a incrementarse
durante el periodo de recidiva. Al comparar estadisticamente la sefial de DMSO detectada
dentro de un tumor GL261 estandar con la detectada en un tumor en el momento de maxima
respuesta a terapia con TMZ caracterizada por PE-IERM y con la registrada en el parénquima
cerebral peritumoral/normal, pudo comprobarse que el tumor tratado se comportaba como el
parénquima peritumoral, mientras que el tumor GL261 control acumulaba significativamente
mas DMSO en su interior. Por otra parte, a lo largo del protocolo de administracion de TMZ
pudo comprobarse como, ademas de disminuir la concentracibn de DMSO dentro de los
tumores tratados, aparecian regiones de acumulacion a modo de hot-spot en la periferia de

dichos tumores (Figura 4.34).
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4.3.1.6 Discusion de los resultados obtenidos por IERM en los tumores tratados con 3 ciclos de
T™MZ

La IRM combinada con agentes de contraste, como por ejemplo el gadolinio, es el gold
standard (154) utilizado para el asesoramiento de la eficacia de los tratamientos en los tumores
del sistema nervioso central. Sin embargo, una de sus mayores limitaciones es la baja
sensibilidad que dicha técnica demuestra a la hora de diferenciar entre tumores en recidiva con
cambios producidos por radioterapia (radionecrosis) o edema generado por procesos post-
operatorio (155). Ademas la IRM tiende a subestimar el alcance de las lesiones tumorales, ya
gue en algunas ocasiones pueden detectarse espectros de patron tumoral fuera del borde de la
masa detectada por IRM (155). La detecciébn de respuesta temprana a terapia es muy
importante en el caso de los tumores cerebrales, ya que puede permitir investigar diferentes
terapias para un mismo paciente en busqueda de la mas apropiada para cada caso individual,
ademas de frenar una terapia ineficaz a tiempo para mejorar la calidad de vida del paciente. La
ERM vy la IERM han sido descritas como técnicas eficaces para asesorar en la efectividad del
tratamiento de dicha enfermedad, especificamente en lo referente a los cambios detectados en
colina en pacientes respondedores y no respondedores a terapia (154): valores elevados en el
cociente colina/creatina se asocian con una menor supervivencia libre de progresion tumoral.
Dichos cambios pueden ser detectados por IERM antes de que puedan observarse diferencias

destacables en las imagenes adquiridas con IRM.

Por otra parte, en el caso de los tumores pediatricos la disminuciéon en el volumen o
ralentizacién en el crecimiento de los tumores cerebrales no siempre es una caracteristica de
respuesta a terapia, por lo que la IERM resulta ser una herramienta Gtil en el seguimiento de
dicha patologia (156). En este caso se ha comprobado que la disminucién de colina total en las
masas tumorales se correlaciona con un mejor pronéstico de la enfermedad y un aumento de la
supervivencia de los pacientes. Un aumento en la concentracién de este metabolito supondria
una menor supervivencia, a pesar de que se detecte en tumores que aparentemente estan

disminuyendo en volumen por efecto de la terapia.
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Actualmente se estan desarrollando terapias para sectores de poblacibn muy concretos
basadas en caracteristicas moleculares determinadas de los tumores. Para detectar si dichas
terapias son efectivas en el menor tiempo posible se estan buscando y desarrollando
biomarcadores, que son caracteristicas que miden objetivamente y evallan los procesos
biol6gicos normales, patolégicos o en respuesta a intervenciones terapéuticas (157). Los
biomarcadores pueden por tanto utilizarse para detectar y monitorizar respuesta temprana a
determinados agentes terapéuticos (158). En el caso de la IERM, metabolitos presentes en
tumores cerebrales, de mama o préstata (colina, NAA, creatina o lactato) han sido utilizados
eficazmente para el diagnéstico y pronéstico de dichas patologias (47). Un biomarcador ideal
detectable por imagen para investigar respuesta a terapia deberia expresarse en el tejido en
estudio y no en tejidos sanos que no estan sufriendo la enfermedad, para evitar la deteccién de
falsos positivos. Ademas, deberia ser capaz de detectar respuestas a nivel molecular en el
tejido para mejorar el pronéstico de respuesta a agentes dirigidos a mutaciones o vias
metabdlicas concretas. Asimismo, en el caso de tratarse de agentes exdgenos, es importante

determinar la toxicidad de los mismos. (158).

En nuestro caso, dados los resultados de la seccion anterior (4.3.1.5), proponemos un
biomarcador para respuesta a TMZ en GBM murinos: el DMSO. Este compuesto se acumula
en condiciones normales dentro de los tumores significativamente mas que en el parénquima
peritumoral. Sin embargo, cuando los tumores estan sometidos a un protocolo de terapia
transitoriamente efectivo, se producen cambios moleculares en su interior que hacen que el
DMSO deje de retenerse de la manera “estandar”. Dichos cambios son detectables antes de
gue los cambios de volumen registrados por IRM sean significativos y estan siendo
caracterizados por estudios histopatolégicos en curso actualmente, utilizando marcadores
inmunohistoquimicos de diferentes tipos, como marcadores de apoptosis (caspasa 3), de
células madre (nestina, CD133), de glia reactiva (GFAP) etc. Los resultados preliminares hasta
ahora obtenidos (no mostrados) sugieren que el punto temporal en el que dichos cambios

resultan mas significativos es el dia 18 post-inoculacién, justo antes de la administracién del
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segundo ciclo de terapia, lo cual concordaria con la idea de que el DMSO serviria para detectar
respuesta a tratamiento mas rapidamente que utilizando secuencias de IRM, convirtiéndolo en

un buen biomarcador potencial.

En cuanto a la posibilidad de utilizarlo en estudios clinicos, se ha demostrado que el DMSO
(19/Kg) se excreta totalmente en unas 120 horas post-administracion oral en humanos (159).
Este compuesto se utiliza habitualmente para el tratamiento de algunas enfermedades, como
por ejemplo la cistitis intersticial (160) y como coadyuvante para otras drogas ene studios pre-
clinicos (161) y su administracién no representa riesgos para la salud humana (162). A pesar
de que la deteccién de DMSO en cerebro humano todavia no ha sido descrita, compuestos
similares como la dimetilsulfona han sido observados por *H ERM SV tras su administracion en

pacientes (120,163,164).

En lo referente a cambios detectables en metabolitos propios de los tumores analizados
debidos a la administracion de terapia, no se analizaron cocientes individuales como en el caso
de espectros de ERM, sino que se utilizaron los espectros obtenidos por IERM sin perturbacion
con DMSO para desarrollar clasificadores que permitiesen diferenciar entre tejido normal, GBM
GL261 control y GBM GL261 en respuesta a terapia con TMZ (ver seccién 4.3.2.2), obteniendo

resultados preliminares satisfactorios.

Una nueva tecnologia que se esta aplicando recientemente al estudio de tumores cerebrales
en respuesta a terapia es la obtencion de espectros de IERM mediante la hiperpolarizacion de
13C de sustencias participantes en el metabolismo tumoral, como por ejemplo el piruvato. Asi se
ha logrado detectar respuesta a tratamiento incluso dejando transcurrir sélo un dia post-terapia,
analizando la reducciéon del cociente lactato/piruvato en las masas tumorales. Esta respuesta
contrasta con los resultados obtenidos mediante IRM, que indican que esos mismos tumores

contindian creciendo mientras se esta dando la respuesta a nivel metabolémico (165).

Por ultimo, hay que sefalar la presencia de hot-spots de acumulacion de DMSO en la

periferia del tumor durante el protocolo de terapia con TMZ. Mientras la sefial de dicho
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compuesto pierde intensidad progresivamente en el interior de los tumores, su deteccion
aumenta en regiones focalizadas de tejido, aparentemente normales en imagenes de IRM.
Actualmente se estan llevando a cabo estudios inmunohistoquimicos en cortes histopatol6gicos
correspondientes a la zona del encéfalo donde se adquirieron las secuencias de PE-IERM para
intentar caracterizar mejor el tejido que retiene DMSO durante la respuesta a terapia. Una
posible hipétesis que explique este fendmeno seria la presencia de células iniciadoras/madre
de glioma (GICs). Esto concordaria con el modelo jerarquico que defienden actualmente
muchos autores, segun el cual la mayoria de los tumores sélidos se caracterizan por una
organizacion jerarquica en la que existe una pequefia poblacion de células tumorales con
caracteristicas de células madre capaces de regenerar el tumor completamente (166). Este tipo
celular se localiza normalmente en la periferia de los vasos sanguineos tumorales asi como en
entronos hipéxicos (167) y juega un papel crucial en el crecimiento, invasividad y evasion del
sistema inmune de los tumores (92). La localizacion de las GICs es determinante para
determinar su fenotipo y los marcadores que expresan. En condiciones normales dichas células
estarian en estado quiescente, pero ante el estimulo de determinadas sefiales comienzan a
proliferar y a diferenciarse (168). En nuestro caso podriamos suponer que las células tumorales
diferenciadas que proliferan son las que resultan vulnerables a la administracion de TMZ. Una
vez que gran parte de la masa tumoral se ha visto afectada por el agente terapéutico, las GICs
remanentes recibirian sefiales para proliferar y diferenciarse y asi regenerar la masa perdida, y

es este proceso el que podriamos estar visualizando a través de la acumulacion de DMSO.

Por otro lado, las GICs estan asociadas con microglia y macréfagos, que representan la
mayor poblacion de células infiltrantes inflamatorias en los gliomas malignos (pueden constituir
el 5-30% del glioma) y que promueven el crecimiento, la invasividad y la angiogénesis (169). El
numero de estas células infiltrantes varia segun el grado de malignidad del tumor, aumentando
proporcionalmente con la agresividad (92). La astrogliosis es un fendbmeno que se ha descrito
como relacionado con el crecimiento tumoral y que se localiza principalmente en la periferia del

tumor, existiendo un intercambio de informacion a modo de sefializacién continua entre ambas
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zonas de tejido (98). Esta relacion genera el microambiente necesario para que se desarrolle la
masa tumoral. Teniendo estos hechos en cuenta, otra hipétesis a estudiar es que los “hot-
spots” que estamos viendo alrededor de la masa soélida del tumor durante la respuesta a terapia
tengan contribucion de esta poblacibn de glia reactiva, que se estd activando
considerablemente en respuesta a las sefiales emitidas por el tumor en tratamiento. Este tipo
de células ha sido también detectado en el caso de metastasis cerebrales originadas a partir de
cancer de pulmon y ha sido reportado como el inductor del crecimiento del tumor en un 6rgano
diferente al de origen (97). En nuestro caso estamos llevando a cabo una revision completa de
los mejores marcadores propuestos para detectar los dos tipos de poblaciones celulares y ya
hemos iniciado algunos estudios dirigidos a caracterizar la region de parénquima cerebral que

retiene DMSO en forma de “hot spot” durante el protocolo de terapia con TMZ.

4.3.2 OBTENCION DE CLASIFICADORES DE TUMORES CEREBRALES BASADOS EN LOS
EFECTOS DE LA HIPERGLICEMIA (MODELO ORTOTOPICO DE GBM MURINO Y MODELO
GEM) Y DEL TRATAMIENTO CON TMZ (MODELO ORTOTOPICO DE GBM MURINO).

4.3.2.1 Clasificadores de gliomas alto y bajo grado (GL261, GEM) mediante PE-IERM con
glucosa

Dada la experiencia previa del grupo en alterar el patrén espectral de tumores cerebrales
murinos mediante hiperglicemia transitoria en condiciones de hipotermia ligera (~30°C)
(107,108), se decidi6 investigar la posibilidad de generar imagenes moleculares/nosoldgicas
mostrando la clasificacién diferencial de dichos tumores a partir del patrén espectral detectado

mediante ERM/IERM.

Para conseguir llegar a esto, se desarrolld6 un clasificador (con datos obtenidos
anteriormente en el grupo) de estudios PE-IERM con glucosa en tumores GL261 y ODG de
animales transgénicos. La idea en este caso era optimizar la clasificacién de tumores de alto y
bajo grado y perfeccionar dicho sistema para conseguir posteriormente la distincion de tumores

de un mismo grado/tipo con alguna caracteristica molecular diferencial que premitiese predecir
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respondedores 0 no respondedores a un cierto tipo de terapia. Se utilizaron para el desarrollo
del clasificador seis tumores GL261 y tres ODG, cuyos patrones espectroscopicos promedio a
TEC y TEL junto con el patron del tejido peritumoral circundante extraidos de estudios de IERM
se muestran en la parte superior de la Figura 4.35. Los tumores de los animales GEM fueron
clasificados en clase y grado por histopatologia, utilizando las caracteristicas descritas
anteriormente en la seccion 4.3.1.2 b. Dos de ellos resultaron ser ODG-Il y el tercero ODG-II
con zonas de transicion a grado IV (fue el animal S768 utilizado también en los estudios de PE-
IERM con DMSO). Ante estos resultados se decidid incluir a los ODG de bajo grado en el grupo
de entrenamiento y al ODG en transicién en el grupo de test, para ver si los clasificadores

disefiados eran capaces de clasificar correctamente las distintas regiones de tejido tumoral.

El tiempo destinado al desarrollo de cada clasificador (seccion 3.8), utilizando un ordenador
con 2,4 GHz de CPU (unidad central de procesamiento) y 3 GB (gigabytes) de RAM (random
access memory), fue de unos cinco minutos para la seleccion de las variables (ppm de los
espectros correspondientes a caracteristicas espectrales de metabolitos que permitiesen la
distincion entre tipos tumorales) y tres segundos para realizar el andlisis lineal discriminante de
Fisher, incluyendo los datos de los grupos de entrenamiento y test. Con los grupos de
entrenamiento se obtuvieron clasificadores con un 90 % de acierto, evaluados por
Bootstrapping, al seleccionar al menos 5 variables. Las caracteristicas espectrales

seleccionadas se muestran en el Anexo 5.

Sin embargo, la evaluacién de la robustez de los clasificadores con los grupos de test
independientes demostré que los mejores resultados eran los obtenidos con espectros
adquiridos a TEC en hiperglicemia (BER< 5 %), con cuatro y catorce variables seleccionadas
mediante el sistema SFFS. En el caso de cuatro variables el sistema seleccioné las siguientes:
1,28 ppm (lipidos moviles, lactato), 1,47 ppm (alanina), 2,14 ppm (glutamina/glutamato,
glutation), 3,56 ppm (mio-inositol, glicina, glucosa). En el resto de clasificadores desarrollados a
partir de los otros grupos de espectros se observaron caracteristicas de sobre-entrenamiento

(BER > 14 %), demostrando que dichos clasificadores no presentaban resultados robustos al
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intentar clasificar datos completamente nuevos introducidos en el sistema. Los resultados
obtenidos con los espectros a TEC en hiperglicemia y seleccion de cuatro y catorce variables
se muestran también en la Figura 4.35 utilizando el espacio latente bidimensional del LDA de
Fisher. El grupo de entrenamiento se clasifica mejor utilizando catorce variables (100% acierto),
mientras que el clasificador obtenido con cuatro variables resulta ser mas robusto al analizar el
grupo de test. En el caso del ODG heterogéneo que fue utilizado en el grupo de test
independiente los resultados se muestran en forma de mapa nosologico. Utilizando el
clasificador de cuatro variables algunos spv pertenecientes al ODG se clasificaron
incorrectamente como GBM; sin embargo, un analisis mas exhaustivo utilizando las muestras
histopatoldgicas y las imagenes T,,~-CE demostrd que los spv mal clasificados se encontraban

en la regidn con caracteristicas de grado 1V (tejido transicional).

El analisis de LOO para comprobar la reproducibilidad de los clasificadores confirmé que los
espectros adquiridos a TEC en condiciones de hiperglicemia e hipotermia permitian obtener los
mejores resultados tanto con el grupo de entrenamiento (= 95% de precisién utilizando incluso
s6lo dos variables) como con el de test (<10% BER con al menos cuatro variables), e incluso
combinando ambos grupos (= 90 % de acierto global utilizando de cuatro variables en

adelante).
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FIGURA 4.35: Evaluacién del clasificador desarrollado para la discriminacion entre GBM vs ODG vs NT y

mapas nosolégicos derivados. Arriba se representan todas las variables exploradas y el niumero de

casos correctamente clasificados (CCC) evaluados por Bootstrapping para el grupo de entrenamiento

(grafico a la izquierda) y las variables con el valor de BER obtenido para el grupo de test (grafico central).

En parte inferior de la imagen se muestra el espacio latente para el clasificador obtenido con el LDA de

Fisher para el grupo de spv de TEC en hiperglicemia con cuatro (centro) y catorce variables (abajo). La

distribucién de los casos se muestra a modo de mapa bidimensional para el grupo de entrenamiento

(izquierda) y de test (centro) con los spv de tejido normal en azul, los de GBM en rojo y los de ODG en

verde. Las fronteras que dividen los tres grupos segun el clasificador desarrollado se representan en

amarillo. A la derecha puede verse el mapa nosoldgico correspondiente al animal con histopatologia

heterogénea S768 utilizado en el grupo de test, superpuesto sobre una imagen de T4,-CE.
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4.3.2.2 Clasificadores de GBM y GBM respondiendo a terapia con TMZ.

Una vez se hubo disefiado un clasificador robusto para tumores cerebrales murinos de alto y
bajo grado a partir de espectros obtenidos de secuencias de IERM en hiperglicemia, se llevo a
cabo el desarrollo de un clasificador capaz de diferenciar entre GBM murinos estandar y GBM
respondiendo a terapia (segun lo detectado por IRM y ERM en las secciones 4.2.1.2.a 'y
4.2.1.3) en condiciones de normotermia. Ademas se desarrollaron imégenes
moleculares/nosolégicas para tumores tratados y no tratados a partir de este nuevo clasificador

segun lo descrito en la seccién anterior (4.3.2.1).

Se utilizaron para ello nueve tumores GL261 estandar y ocho tumores del mismo tipo
tratados con TMZ, en el momento de respuesta detectable por IRM (entre los dias 21 y 26 post-
implantacion). Los patrones espectroscopicos promedio a TEC junto con el patron del tejido
peritumoral circundante extraidos de estudios de IERM con dichos animales se muestran en el
Anexo 4. Las secuencias de IERM seleccionadas para extraer los spv correspondientes fueron,
en primer lugar, las adquiridas antes de la inyeccion intraperitoneal de DMSO. Posteriormente
se realizaron méas pruebas utilizando las secuencias de maxima acumulacion de DMSO en
cada animal para comprobar si la sefial de DMSO mejoraba los resultados obtenidos con el

clasificador.

El tiempo y metodologia utilizados para el desarrollo de dicho sistema de clasificacién fueron
los mismos que los comentados previamente para el clasificador de tumores GL261 y ODG en
hiperglicemia. Con el grupo de entrenamiento utilizando spv sin DMSO, se obtuvo un
clasificador con un 93,77 % de acierto (evaluados por Bootstrapping), al seleccionar al menos

13 variables. Las caracteristicas espectrales seleccionadas se muestran en el Anexo 5.

La evaluacion de la robustez de los clasificadores con el grupo de test independiente
demostré que los mejores resultados eran los obtenidos con doce variables (BER< 6 %) (Anexo
5), entre las que se encontraron las siguientes: 1,01 ppm (ML), 1,28 ppm (ML, lactato), 2,02

ppm (NAA), y 2,84 ppm (AML). El grupo de entrenamiento se clasificé mejor utilizando veinte
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variables (96,5 % acierto); sin embargo, el clasificador obtenido con doce variables resulté ser
mas robusto al analizar el grupo de test (Figura 4.36). En dos de los casos incluidos en el grupo

de test independiente los resultados se muestran en forma de mapa nosoldgico.

Grupo de Entrenamiento Grupo de Test
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FIGURA 4.36: Clasificador para GBM control y GBM respondiendo a terapia con TMZ. En la parte
superior se muestra el nimero de casos correctamente clasificados (CCC) evaluados por Bootstrapping
para el grupo de entrenamiento (grafico a la izquierda) y las variables con el valor de BER obtenido para
el grupo de test (grafico a la derecha). En parte inferior de la imagen se muestra el espacio latente del
clasificador obtenido con el LDA de Fisher utilizando doce variables (izquierda). La distribucion de los
casos se muestra a modo de mapa bidimensional para el grupo de entrenamiento (izquierda) y de test
(derecha) con los spv de tejido normal en azul, los de GBM en rojo y los de GBMr en verde. Las fronteras

que dividen los tres grupos se representan en negro. A la derecha pueden verse los mapas nosoldgicos
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correspondientes a los animales C385 y C415 (control y tratado respectivamente) incluidos en el grupo

de test, superpuestos sobre la imagen de referencia para IERM (T, HR).

4.3.2.3 Discusion de los resultados obtenidos con clasificadores para GBM, GBM en respuesta
a terapia y ODGs.

Estos resultados demuestran que es posible desarrollar clasificadores robustos para
tumores cerebrales en modelos preclinicos murinos basados en datos de IERM, de una
manera rapida y semi-automatica, utilizando un grupo de test independiente para evaluarlos.
Todo ello es posible utilizando el software de acceso gratuito SpectraClassifier 3.0 (62).

De acuerdo con resultados previos (107,108), la hiperglicemia inducida no produjo cambios
notables en los espectros adquiridos a TEL, por lo que no se detecté una clara mejoria en los
clasificadores que utilizaron dichos datos al pasar de euglicemia a hiperglicemia. Sin embargo,
en el caso de los espectros adquiridos a TEC (12 ms), la perturbacién del patrén provocada por
la glucosa permiti6 optimizar los clasificadores y aumentar su robustez. En el caso del
clasificador para tumores control y tratados con TMZ se pudieron clasificar los datos de manera
bastante precisa en ausencia de perturbacion del patron de IERM. Sin embargo, la adquisicion
de dichos datos tras la inyeccion de DMSO fue crucial para la seleccién de spv dentro de cada
caso, evitando aquellos que estando fuera del volumen tumoral detectable por IRM mostraban
un claro hot-spot de acumulacion de DMSO vy, por tanto, pertenecian a tejido de origen
“‘dudoso” en cuanto a su idoneidad para ser usado en el conjunto de entrenamiento.

Para evitar el sobre-entrenamiento que puede producirse al seleccionar demasiadas
caracteristicas para el LDA (170,171); es decir, generar un clasificador con un buen resultado
para un conjunto de datos especificos pero que no resulte Gtil a la hora de clasificar nuevos
casos independientes, el nimero de caracteristicas seleccionadas fue, aproximadamente, tres
veces menor que el de casos spvs en el grupo mas pequefio del conjunto de entrenamiento
(172). Sin embargo, el criterio definitivo acerca de la robustez de los clasificadores siempre fue

el resultado obtenido con el conjunto de test independiente (173).
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A pesar de que los clasificadores fueron disefiados con un namero elevado de variables y
pocos casos, resultaron ser extremadamente descriptivos (CCC) y predictivos (BER) en el
conjunto de test.

Los espectros adquiridos con 12 ms de TE en hiperglicemia e hipotermia permitieron el
desarrollo de los clasificadores mas robustos para los grupos de entrenamiento y test,
independientemente del nUmero de caracteristicas seleccionadas. En el caso de seleccion de
cuatro variables se obtuvieron valores de CCC del 98 % y BER del 2 %. El andlisis de LOO con
ese mismo ndmero de caracteristicas report6 valores de CCC del 97% y BER del 11%. De ello
puede deducirse que la hiperglicemia es capaz de provocar cambios en las vias metabdlicas
celulares que se reflejan en los patrones de IERM y que por tanto son utiles para el disefio de
clasificadores basados en dicha informacion. Este hecho fue observado en la representacion
nosolégica de los resultados de los diferentes clasificadores (Figura 4.35), en donde los
patrones espectrales de GBMs y ODGs fueron correctamente identificados tanto en el grupo de
entrenamiento como en el de test, al mismo tiempo que fueron diferenciados del parénquima
cerebral normal.

Las posiciones en ppm seleccionadas por el método SFFS para el clasificador de 12 ms en
hiperglicemia correspondian a la posicion de metabolitos involucrados en el metabolismo
energético, por ejemplo en la glicolisis, ciclo del &cido citrico y vias asociadas: glucosa, lactato,
alanina, glicina y glutamina/glutamato. En el caso del clasificador para tumores GL261 control o
en respuesta a terapia y parénquima cerebral normal, las principales variables seleccionadas
(correspondientes a las resonancias de AML, ML y lactato) participarian fundamentalmente en
la discriminacién entre ambos tipos de tumor, describiendo estados de proliferacién y apoptosis
entre otros. Esto concuerda con lo descrito previamente por otros autores (135) acerca de que
la concentracion de AML aumenta con la apoptosis en respuesta a terapia (especialmente a
Ganciclovir). Por otro lado, las variables correspondientes a NAA, creatina y quizas mio-
inositol/glicina y glutamato/glutamina diferenciarian tejido tumoral (control o en respuesta)

frente a tejido normal.
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Anteriormente se han descrito métodos de representacion de imagenes nosoldgicas para
datos de IERM clasificados mediante LDA en tumores cerebrales humanos explorados a 1,5 T.
El primer caso, publicado por De Edelenyi et al (126), utiliz6 métodos de clasificacibn muy
similares a los descritos por Preul et al (174): seis areas de resonancias de metabolitos
normalizadas ademas de la intensidad media del agua normalizada (obtenida a partir de
secuencias de IRM T,,) fueron utilizadas como caracteristicas para el LDA. Posteriormente,
Simonetti et al (51) utilizaron el sistema de andlisis de componentes principales (PCA) con un
conjunto de entrenamiento basado en siete caracteristicas extraidas de espectros de IERM y
cuatro caracteristicas de IRM. Esta estrategia fue también seguida por De Vos et al (127) y Luts
et al (18,175). Ambos autores utilizaron areas integradas de picos como caracteristicas de
IERM, aunque Luts et al (175) subrayaron también la relevancia de utilizar métodos objetivos
de seleccion de caracteristicas para el desarrollo de DSS en aplicaciones clinicas.

En nuestro caso, las imagenes nosoldgicas obtenidas no contienen ninguna caracteristica
extraida de secuencias de IRM sino solamente de secuencias de IERM. Por lo tanto, nuestro
modelo podria mejorar potencialmente incluyendo parametros de este tipo. Sin embargo, es
necesario mencionar que en nuestro caso se aplicé un método de seleccién automatico (SFFS)
gue no requiere un analisis previo cuantitativo de los datos, como se propone en (175), lo que
contribuye a que el desarrollo del clasificador sea semi-automatico.

En lo referente al desarrollo de los clasificadores, hemos utilizado el mismo método que en
(51,126,174): el LDA. Edelenyi et al (126) utilizaron como método de asignacion de pixels a una
clase detrminada el siguiente umbral: el cociente entre el mas alto y el segundo mas alto. Los
pixels por debajo de este valor quedaron sin clasificar. Simonetti et al (51) también utilizaron un
umbral, en este caso basado en el criterio de la distancia de Mahalanobis, para calcular la
probabilidad de los diferentes pixels de pertenecer a una clase u otra, asi como para identificar
casos solapados entre clases que fueron definidos como de clase desconocida. En nuestro
caso, la probabilidad de pertenencia a una clase fue codificada como el nivel de intensidad de
color, siendo los pixeles con menor intensidad los menos probables de pertenecer a una clase
determinada (bajo nivel de confianza en la prediccion). Sdélo se clasificaron como desconocidos
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los spv del ODG transicional pertenecientes a la zona frontal del tumor, clasificada por

histopatologia como zona de transicion entre grados Il y IV.

Otra limitacion potencial de nuestro sistema es en que los métodos de clasificacion basados
en LDA utilizados, hemos considerado todos los voxels pertenecientes al mismo ratbn como
casos independientes entre si. En el caso de los spv mal clasificados (spv “outliers”) pero
rodeados de spv correctamente etiquetados seria interesante que la imagen nosolégica tuviese
en cuenta esta informacion, por ejemplo etiquetando la propuesta de asignacion a clase de
dicho spv/voxel como dudosa. A este respecto, los sistemas desarrollados por De Vos et al
(127), Luts et al (18) y Laudadio et al (176) se basan en el analisis de correlacién candnica
(CCA) en vez de en el LDA y tienen en cuenta el efecto de los voxels vecinos al producir las
imagenes nosolégicas y por tanto cuentan con la informacién espacial de las matrices de IERM.
Asi mismo, técnicas de reconocimiento de patrones para la deteccion de “outliers” (177)
pueden resultar Gtiles en este caso. Esto ultimo unido a la inclusién de caracteristicas de IRM
podria ayudar a una mejor delimitacion de los diferentes tejidos, especialmente cuando hay
muchas clases incluidas en el clasificador (tipos, grados y/o subtipos) o cuando se trabaja con
regiones heterogéneas o limitrofes entre dos tipos de tejido, como en el caso de los tumores
gliales infiltrantes (60,176). Todo esto nos serviria, por ejemplo, en la clasificacién de regiones
gue muestran caracteristicas de dos tipos diferentes de tejido, como es el caso del ODG en

transicion (S768), el cual tiene caracteristicas de ODG-Il y IV.

En resumen, los patrones de IERM de parénquima cerebral normal de raton, GBM y ODG
de bajo grado son facilmente diferenciables mediante el reconocimiento de patrones semi-
automatico. La hiperglicemia inducida provoca cambios en el patrén espectral a TEC que
permite mejorar el acierto en la prediccion de los clasificadores. Esto ilustra el interés potencial
de los protocolos de IERM con perturbacién para mejorar la caracterizacion no invasiva de
tumores cerebrales a nivel preclinico y quizas, en un futuro, clinico, ademas de insinuar su
utilidad en la investigacidbn de la heterogeneidad regional existente en muchos tumores

cerebrales. En lo referente a clasificadores para tumores tratados, también se ha demostrado el
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potencial de este sistema de clasificacion para discernir entre tumores que responden a un
tratamiento determinado y los que adn no lo hacen, de manera que, después del
correspondiente proceso de implementacién y validacién, dichos clasificadores podrian quizas
tener aplicacién en casos clinicos de seguimiento de respuesta temprana a terapia. Podria
plantearse para estudios futuros una convergencia de metodologias entre las perturbaciones
generadas con inyeccion de glucosa o DMSO para intentar diferenciar dentro de un mismo
tumor regiones con distinta respuesta a la terapia y zonas de recidiva tumoral. Ademas seria
interesante incluir espectros de tumores en las primeras fases del protocolo de terapia con TMZ

para ver si las diferencias sirven para clasificarlos ya desde el inicio del tratamiento.
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5. DISCUSION GENERAL

A modo de resumen, estos son los resultados principales que se han obtenido a lo largo de

este trabajo y las hipotesis de trabajo y conclusiones que se pueden extraer de ellos:

Se ha establecido un protocolo de terapia basado en la administracion de TMZ en tres
ciclos que produce respuesta detectable por IRM y ERM en los GBM murinos de células
GL261, ademas de incrementar la supervivencia de los animales tratados. Este farmaco
provoca un estado de crecimiento estacionario tras el segundo y tercer ciclo de terapia,
ademas de producir cambios detectables en el patron espectral de dichos tumores y por lo

tanto en su metabolémica in vivo.

Tras un ciclo de terapia no se detectaron cambios significativos a nivel volumétrico en los
tumores pero si se observaron diferencias metabdlicas: aumento de los cocientes
AML/creatina, colina/creatina y ML/creatina. Las sefiales correspondientes a ML y AML son
muy sensibles y buenos marcadores para detectar cambios metabdlicos debidos a terapia,
aumentando significativamente en casos de apoptosis (135). Estos resultados indican que la
ERM detecta cambios mas tempranos debidos a la accion del tratamiento sobre los tumores

GL261 que los detectados por la IRM.

Seria interesante optimizar el punto temporal de respuesta a TMZ adelantandolo a
estadios tumorales menos avanzados (por ejemplo iniciando el primer ciclo de terapia justo
después de la inoculacion de las células GL261 o incluso antes) para poder realizar un mayor
numero de pruebas combinando protocolos de terapia y de seguimiento con diferentes
técnicas (por ejemplo con difusién) sin que los animales se vean demasiado afectados

fisicamente.

Otros agentes terapéuticos aplicados a dicho modelo no resultaron efectivos a nivel de

supervivencia y de deteccidon de respuesta por IRM (Metformina, Minerval o DCA), aunque
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serian necesarios mas estudios con distintas dosis y protocolos de administracion para
obtener conclusiones definitivas. Un ejemplo de estudios para planificar en un futuro serian
los de terapia combinada de TMZ con el resto de agentes testeados, para comprobar si,
aunque por si solos no son capaces de producir efectos de respuesta detectables en los
tumores, resultan Utiles como coadyuvantes de la TMZ. Este planteamiento se basaria en el
trabajo de algunos autores como Zhu et al., Yamini et al. y Tentori et al., quienes han
demostrado que la TMZ ejerce un efecto mas eficaz en la supervivencia de los animales
tratados cuando esta combinada con otros agentes terapéuticos como anticuerpos contra la
guimiocina CCL2, radioterapia, TNF-a o inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa

(75,130,131).

Por otro lado, el uso del DMSO como vehiculo de administracion de la TMZ ha permitido la
deteccion de su sefial por ERM en el parénquima cerebral normal de raton y en GBM y ODG
de bajo grado a 2,72 ppm, asi como la caracterizacion de su curva de lavado en los diferentes
tejidos. Los resultados obtenidos sugieren un nuevo potencial para este compuesto, ya que su
acumulacion diferencial aporta contraste en tumores de bajo y alto grado respecto al
parénquima cerebral normal. Ademas, este contraste se obtiene tanto si la BHE esté intacta
como si estd rota, lo cual aporta ventajas tangibles respecto a otros medios de contraste
actualmente utilizados, como por ejemplo el gadolinio (143). El mecanismo de union
preferencial del DMSO al tejido tumoral sigue en estudio, asi como la heterogeneidad en su
acumulacién en algunos tumores, posiblemente debida a las caracteristicas de perfusion
concretas de cada uno. No se ha podido comprobar la hipétesis de unién del DMSO a las
goticulas lipidicas presentes en el citoplasma de las células tumorales, por lo que es
necesario elaborar una nueva hipétesis de interaccion entre dicho compuesto y el tejido

tumoral.

Sin embargo, se ha comprobado mediante estudios por PE-IERM que los tumores tratados

con TMZ muestran una acumulacion de DMSO diferente a la de los tumores estandar sin
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tratamiento. La retencién de este compuesto varia dentro de los tumores tratados a lo largo
del protocolo de tres ciclos, disminuyendo significativamente justo antes del inicio del segundo
ciclo y aumentando de nuevo durante la recidiva tumoral, lo que indica que la IERM detecta
respuesta a terapia en nuestro modelo de manera mas temprana que la IRM (154,156). Esto
revelaria otro potencial para el DMSO como biomarcador de respuesta temprana a terapia en

tumores cerebrales (158).

Ademas, se han detectado hot-spots de acumulacion de DMSO en el tejido peritumoral
durante la respuesta a la terapia con TMZ, por lo que estudios futuros irdn destinados a
caracterizar el tipo de células presentes en dichas areas para intentar comprender mejor el
mecanismo de unién del DMSO. Dos posibles hipétesis al respecto serian las siguientes: Bien
gue en dicha region se esta produciendo un incremento en la actividad de las células madre
iniciadoras de glioma (GICs) para subsanar las parte del tumor que han sido diezmadas por
efecto de la terapia (92,166), o bien que la glia reactiva que esta en estrecha relacién con el
tumor esta siendo activada para contribuir a la proliferacion y regeneracién tumorales (92,98).
Si alguno de estos supuestos llegase a demostrase, se podria pensar en desarrollar un
protocolo de terapia para este modelo tumoral enfocado a estas poblaciones celulares,
obligandolas a entrar en ciclo continuamente para pasar a ser sensibles a la TMZ, por

ejemplo.

Finalmente, se han realizado estudios preliminares que demuestran que los espectros
adquiridos por IERM en tumores GL261 control y tratados con TMZ pueden utilizarse en un
sistema de clasificacion automatizado para detectar caracteristicas metabdlicas que
diferencien entre tumores que responden o no responden al tratamiento. La seleccion de los
spv a utilizar en dicho clasificador dependeria de los estudios PE-IERM con DMSO previos,
los cuales indicarian aquellos espectros correspondientes a tejido de origen “dudoso” que
acumula DMSO fuera de la region tumoral y que podrian confundir al sistema por tener

caracteristicas espectroscoépicas diferentes al resto.
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Por dltimo, cabe sefialar que seria interesante llevar a cabo los protocolos de terapia y
deteccidn de respuesta temprana por PE-IERM con DMSO, asi como el desarrollo de mejores
clasificadores para tumores control y sensibles al tratamiento utilizando modelos transgénicos
de tumores cerebrales de bajo grado como el de ODG descrito en este trabajo, asi como
modelos xenograft de tumores cerebrales humanos. De esta manera se podria comprobar si
el protocolo de TMZ desarrollado es igual de efectivo en diversos tipos de tumores o si el
DMSO sirve como biomarcador general de respuesta a terapia y no es sélo efectivo en

nuestro modelo ortotopico de GBM.
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6. CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto un protocolo de terapia basado en tres ciclos de TMZ para un

modelo ortotépico de GBM murino (GL261).

Se ha detectado respuesta a la terapia en el modelo GL261 de GBM mediante
medicion del volumen de los tumores tratados a partir de imagenes adquiridas por IRM
y mediante el estudio del patrén espectroscOpico pre y post-terapia a partir de
secuencias de ERM.

Se han iniciado estudios combinando la administracién de TMZ y el seguimiento con

imagen molecular basada en IERM en animales Swiss nude inoculados con

muestras de GBM humano de pacientes respondedores y no respondedores a

terapia.

Se ha demostrado el potencial del DMSO como agente de contraste para tumores

cerebrales de alto y bajo grado.

Se ha detectado respuesta temprana a terapia en el modelo GL261 de GBM a través

de secuencias PE-IERM con inyeccion i.p. de DMSO.

Se han obtenido imagenes moleculares de tipo nosolégico de grado y tipo de tumor

glial preclinico basadas en el patron metabolomico detectado por IERM de

perturbacion.

Se ha utilizado la imagen molecular basada en IERM de perturbacién con DMSO para

diferenciar zonas de tumor en respuesta a terapia de otras con patron anémalo (“hot-
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spots”). Dicha informacién a permitido un correcto entrenamiento de los clasificadores

utilizados para producir imagne molecular de tipo nosolégico de respuesta a la terapia.

e Se han obtenido imagenes moleculares de tipo nosoldgico de respuesta temprana a

terapia en GBM preclinico (GL261) basadas en el patrén metabolémico basal

detectado por IERM.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Clasificacién WHO de Tumores del Sistema Nervioso (35)

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours

Pllocylic astrocytoma 42117
Pilomyxold astrocytoma Q42537
Subependymal giant cell asrocytoma 43844
Fleomorphic xanthoastrocytoma Q42473
Difluse astrocytoma Q400/3
Fibriflary astrocytomsa 42003
Gemistocytic astrocytoma 411/3
FProtoplasmic astrocytoma 241073
Anaplastic astrocytoma 240143
Glioblastoma 9440/3
Giant cell glioblastoma 944173
Gliosarcoma 44273
Gllomatosls cerebrl 03813
Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma Q4503
Anaplastic allgedendroglioma 451/3
Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma 9382/3
Araplastic oligoastrocyloma o3B2/3
Ependymal tumours
Subependymoma 93831
Mysopapllary epandymama 93941
Ependymoma L3973
Cellular 9391/3
Papillary 9393/3
Clear cel 2391/3
Tanycytic 9391/3
Anaplastic ependymoma 939213
Chorold plexus umours
Choroid plexus papilloms L3900
Atypical choroid plexus papilloma 238049~
Chorcid plexus carcinoma 9390/3
Other neurcepithelial tumours
Astroblastoma Q43013
Chordoid glioma of the third ventricle 4441
Angiocentric glloma Q434

e of the [nismafioeal Clsssileation of Dissases lar Cecobygy (1200}
{H-U-J- nrt Mp Syvlematued Momencislre of Medew (Milpeomed o)
Brkavizur i caded T for Berigs lusga, 3 for malignand lamass and 1 e bordetos
o unconisin bobaviour,
* The Aalchisd rurmben s 1 for S Ah pcilion of ICCW, Whike they
=T Rpecid i ke nmwnd 740 0 et 02001 ecfion, they cumently sermain subect T
wange.

Heuronal and mixed neurcnal-glial tumours

Dhysplastic gangliocytoma of cerebellum

(Lhermitte-Duclos)

Desmoglastic infantile astrocytoma/

ganglieglioma

Dysembryoplastic neuroapithelal tumour

Gangliocytoma
Ganglioglioma

Anaplastic ganglloglioma
Cenfral neurocytoma
Extraventricular naurocytoma
Cerebellar lipoheurctytoma
Paplilary glionsuranal fumaour

Rosette-forming glioneurenal tumaour

of the fourth ventricla
Paraganglioma

Tumours of the pineal region

Pinsocytoma

Plnsal parenchymal tumour of
Intermeadiate differentiation

Pineablastoma

Papillary tumour of the pineal reglon

Embryonal tumours
Medulleblastorma

Desmoplastic/nodular meadulioblastoma
Medulloblastoma with extensive

nodularity
Anaplastic medulloblastoma
Large cell medulloblastema

CNS primitive neurcectodermal fumour

CNS Neuroblastoma

CHNS Ganglioneurchlastoma
KMedulloepithelioma
Ependymablastoma

Atypdeal teratold / rhabdold tumaour

94530

94121
94130
94920
95051
QEOL/S
Q5061
5061
5061
501"

85091
Be801

93611

9362/
936273
B395/3°

G470
947173

aFiiaT
4743
Q4743
94733
Q5003
Q49043
950173
9392/3
95083

TUMOURS OF CRANIAL AND PARASPINAL

MERVES

Schwannoma {neuriemoma, neurincma)

Cellular
Plexiform
Melanotic

Neurofibroma
Plexitorm
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ANEXO 2: Principales resonancias de metabolitos que pueden detectarse por ERM de *H

invivo al1,5T en cerebro humano, normal y/o patolégico (Reproducido de (53)).

Metabolite ppm Multiplicity
Several resonances from 0.5 to Apbarent
Mobile lipids 5.40, the most detectable ones S'?: lets
at0.9, 1.3and 2.0 &
Lactate 1.33 Doublet
Alanine 1.47 Doublet
Acetate 1.92 Singlet
N-acetyl aspartate 2.02 Singlet
Glutamate 2.10 Multiplet
Glutamine 2.14 Multiplet
Glutamate 2.35 Triplet
Succinate 2.42 Singlet
Glutamine 2.46 Triplet
N-acetyl aspartate, Glutamate, Glutamine 2.61 Quadruplet
Creatine 3.03 Singlet
Trimethylamine group-containing
compounds (Choline, Phosphocholine, .
Glycerophosphocholine and others), 3.21 Singlet
generically labelled as "choline"
Scyllo-Inositol 3.35 Singlet
Taurine, Glucose 3.43 Triplet
Myo-Inositol 3.55 Multiplet
Glycine 3.56 Singlet
Glutamate 3.77 Triplet
Glutamine 3.78 Triplet
Alanine 3.79 Quadruplet
Glucose 3.80 Multiplet
Creatine 3.93 Singlet
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ANEXO 3:

PROTOCOLO DE SUPERVISON DE ANIMALES AFECTADOS POR TUMORES
CEREBRALES.

Procedimiento: 530-CEEAH, 3255-DMA IP: Carles Arus

Titulo: “Puesta a punto de un modelo animal murino para el estudio de tumores cerebrales in
vivo mediante la imagen y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (MRI/MRS)”.

PARAMETROS DE SUPERVISION (0-3 puntos)

Pérdida de Peso

0) Peso normal

1) Menor de un 10%

2) Entre un 10 y un 15%

3) Consistente o rapida, superior a un 20% mantenida durante 72h

Aspecto Fisico

0) Normal

1) Deshidratacion superior al 10%, condicion corporal 2 (BC2) (ver pagina 194). Cambios en
color de la piel

2) Pelo hirsuto. Palidez. Cianosis

3) Encorvamiento. Pérdida de masa muscular (emaciacion)

Signos Clinicos

0) Ninguno

1) Tendencia de movimiento circular del animal hacia el lado de la implantacion

2) Secreciones mucosas y/o sanguinolentas por cualquier orificio. Organos hipertrofiados
detectables (ganglios, bazo, higado).

3) Distension abdominal. Volumen de liquido ascitico superior al 10% de peso corporal inicial.
Respiracion dificultosa (particularmente a si va acompafiada de descarga nasal y/o cianosis).
Caquexia.

Alteraciones en la conducta

0) Ninguna

1) Incapacidad de moverse con normalidad

2) Imposibilidad de llegar a la comida/bebida. Aislamiento del resto de los animales de la jaula
3) Inconsciente o comatoso. Intencion de “esconderse” en la viruta, no responde a estimulos
(Moribundo)

Heridas

0) Ninguna

1) Arafiazos

2) Heridas que no cicatrizan. Infeccién en la zona de incision quirargica

3) Heridas ulceradas que pueden incluso supurar. Tumores ulcerados o necrdticos

El criterio que se seguiré tendra en cuenta:
a) 0 puntos: Animal sano
b) 1 a 2 puntos: Presenta signos leves, seguir con protocolo establecido.

b) 3 a 11 puntos: Supervisién diaria del animal. Hay que plantearse el uso de analgésicos, o
bien el sacrificio* del animal.
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*NOTIFICAR Y CONSULTAR CON EL INVESTIGADOR RESPONSABLE ANTES

¢) 12 a 30 puntos: Sacrificio* obligado del animal. Hay que plantearse el final del experimento.

*NOTIFICAR Y CONSULTAR CON EL INVESTIGADOR RESPONSABLE ANTES

Cuando se dé la circunstancia de que haya mas de un parametro con un valor de 3,
automaticamente todos los 3 pasaran a 6.

Analgésico: Meloxicam s.c. (1.0 mg/Kg)
En el caso de los ratones en que se detecte dolor o sufrimiento, se aplicard analgesia
prontamente y hasta el momento de su sacrificio.

NOTA: A medida que el tumor crece, si afecta zonas cerebrales relacionadas con la funcion
motora, los animales podrian sufrir de: paresia, disminucién de fuerzas; plejia, pardlisis,
ausencia de movimiento. En estos casos se pondra comida y agua en el interior de la jaula
(i.e., dieta y hidrogel o bien dieta humedecida con agua) para facilitar el acceso por parte del
animal. En caso de que estos cuadros sean agudos se dara por finalizada la experimentacion y

se sacrificara al animal.
Condicién Corporal (BC):

BC1

Mouse is emaciated.

- Skeletal structure extremely prominent;
little or no flesh cover.

« Vertebrae distinctly segmented.

BC2

Mouse is underconditioned.
« Segmentation of vertebral column evident.
« Dorsal pelvic bones are readily palpable,

BC3

Mouse is well-conditioned.

- Vertebrae and dorsal pelvis not prominent;

palpable with slight pressure.

BC4

Mouse is overconditioned.
«Spine is a continuous column.
« Vertebrae palpable only with firm pressure.

BCS

Mouse is obese.

:Mouse is smooth and bulky.

- Bone structure disappears under flesh and
subcutaneous fat,
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ANEXO 4: Espectros promedio de los tumores GL261 (entre 0 y 4,5 ppm) estudiados por MRSI con DMSO en los diferentes puntos

temporales del protocolo de tratamiento con tres ciclos de TMZ.

Este anexo muestra los espectros promedio a TEC (x SD en gris) obtenidos de tejido normal, tumoral y marcado como hot-spot en los estudios de
PE-IERM con DMSO de seis grupos diferentes de ratones sometidos al protocolo de tres ciclos de TMZ, que fueron estudiados por PE-IERM en
diferentes puntos temporales: Antes de comenzar la administracion de TMZ (control a dia 10 post-implantacion, espectros en A, n=3), justo
después del primer ciclo (dia 15 post-implantacién, espectros en B, n=3), antes del segundo ciclo (dia 18 post-implantacién, espectros en C, n=6),
después del segundo ciclo (dia 22 post-implantacién, espectros en D, n=6), después del tercer ciclo (espectros en E, n=3) y en la recidiva tumoral
(espectros en F, n=2). EI DMSO se utiliz6 para detectar qué voxels correspondian a la zona de hot-spot peri-tumoral inducido por efecto de la
terapia en cada caso, aunque los espectros promedio se calcularon utilizando el patrén registrado antes de inducir la perturbacion. El término
‘meseta” se utilizd6 para designar a los espectros a dia 22, cuando se inicid el estado estacionario de crecimiento de los tumores debido al

tratamiento con TMZ.

190



Anexos

191



Anexos

192



Anexos

193



Anexos

ANEXO 5: Resultados del analisis SFFS previo a la clasificacion por LDA para los
ratones GL261 y ODG estudiados en distintos estados de glicemia y para los ratones
GL261 estudiados durante el protocolo de tres ciclos de TMZ. El nimero de variables
exploradas varié entre 2 y 23 para los casos estudiados con PE-IERM con glucosa y
entre 2 y 20 para los casos de GBM control y tratados con TMZ explorados por IERM

sin perturbacién.

A) Variables estudiadas para los clasificadores con distintos estados de glicemia

(Eug = Euglicemia; Hyp = Hiperglicemia).

Numero de
variables 12Eug 12Hyp 136Eug 136Hyp
(Ppm)
1 3,562 1,465 1,485 1,263
2 2,103 2,136 1,335 1,315
3 3,504 3,556 2,331 3,224
4 3,569 1,283 2,032 2,032
5 1,289 2,025 2,279 3,295
6 3,621 2,292 1,342 3,562
7 3,041 2,130 3,836 1,276
8 3,556 1,361 2,019 2,025
9 3,490 2,286 0,612 1,276
10 2,097 2,156 1,504 1,459
11 1,459 1,439 3,341 2,618
12 3,816 3,061 3,556 1,322
13 3,575 3,614 3,210 1,257
14 1,954 2,650 3,152 2,429
15 1,426 3,569 1,478 0,918
16 2,520 2,188 1,967 3,230
17 3,354 1,335 0,866 3,953
18 3,601 3,608 3,582 1,244
19 1,335 1,954 2,025 1,335
20 3,022 2,462 2,370 1,309
21 2,168 1,485 1,511 2,045
22 3,549 2,123 3,041 2,924
23 2,006 2,253 2,286 3,002
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B) Variables para los casos de GBM control y GBMr estudiados sin perturbacion

metabodlica.

NUmero de variables (ppm) ppm
1 1,993
2 1,016
3 1,283
4 2,826
5 1,901
6 3,656
7 2,025
8 1,009
9 3,002
10 2,195
11 2,839
12 2,449
13 2,683
14 2,820
15 3,504
16 1,954
17 1,022
18 2,344
19 3,662
20 2,722
21 2,631
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