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1. INTRODUCCION






1.1 Historia breve y evolucién de la resonancia magnética
nuclear (RMN)

El fendmeno de la resonancia magnética nuclear (RMN) fue descrito por
Isidor Rabi en sustancias gaseosas en 1938 [1], pero no fue hasta 1945, que dos
grupos trabajando independientemente, uno de ellos dirigido por E.M. Purcell
(Universidad de Harvard, Massachusetts), y el otro dirigido por Felix Bloch
(Universidad de Stanford, California), aplicaron la técnica de resonancia magnética
nuclear en liquidos y sélidos, compartiendo el Premio Nobel de fisica en 1952. A
partir de esos anos y hasta los anos 80 del siglo pasado se observé una fuerte
evolucion de la técnica y actualmente la RMN es ampliamente utilizada como
método no invasivo de obtencion de imagenes clinicas y para el estudio del
metabolismo [2]. En el ano 2003 se otorgd el Premio Nobel de fisiologia y medicina
a Paul C. Lauterbur y Peter Mansfield por los descubrimientos hechos en el campo
de la IRM reforzando asi la importancia de esta técnica y su evolucion a lo largo de

los Ultimos anos.

La RMN es una rama de la espectroscopia que trabaja en la region del
espectro de frecuencias comprendida entre 107 y 109 Hz (zona de
radiofrecuencias) como se muestra en la figura 1.1. La radiacion electromagnética
de radiofrecuencia penetra en los tejidos debido a que longitud de onda evita
perdidas de dispersion (scattering) [3]. Ademas, la radiacion electromagnética que

utiliza la RMN no tiene un efecto ionizante debido a su bajo contenido energético.

Esta técnica permite observar el fendomeno de la resonancia (ver también
seccion 1.1.1) con diferentes nucleos, obteniendo en cuanto al sistema biolégico

interrogado diferente tipo de informacion de cada uno de ellos:

31P - asociado al metabolismo energético.

= 1H - presente en la mayoria de muestras biolégicas.

= 13C - poco abundante pero permite marcar moléculas con éste
is6topo y hacer un seguimiento de las mismas.

= 19F - permite el seguimiento de determinados farmacos de interés.



= 23Na, 170, 39K - menos usados pero de interés para determinadas
aplicaciones como por ejemplo para obtener informacion diferencial

de las concentraciones de potasio y sodio intra y extra celulares.
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Figura 1.1. Espectro electromagnético. La RMN actia en la zona de radiofrecuencia. Tomada de http://
http://www.sura.org/commercialization/terahertz.html

1.1.1 El fendmeno de la resonancia

La resonancia magnética nuclear es un fendémeno fisico basado en las
propiedades magnéticas que poseen muchos nucleos atomicos. El uso de un
campo magnético externo permite alinear los momentos magnéticos de los
diferentes nlcleos en la direccion del campo. La respuesta a este campo externo
depende del tipo de nucleos que conforman la muestra a estudiar. Todos los
nlcleos que contienen un ndmero impar de protones y neutrones tienen un
momento magnético “u” y un momento angular. De ésta forma, si una muestra
conteniendo un tipo de nlcleo con estas caracteristicas se somete a un campo

magnético (Bo) constante (figura 1.2), sus momentos magnéticos nucleares

IR




individuales se alinearan principalmente a la direccion quasi paralela y en el
mismo sentido a dicho campo. Ademas debido a las caracteristicas mencionadas
arriba, presentaran un movimiento de rotacion sobre su propio eje y de rotacion

alrededor del eje principal del campo magnético externo, Bo (figura 1.3).

Alto estado de energia Spin = -,

{alineado cantra el
campo magnética)

Spin =+,

(alineado con el campo

magnético)
E i

Bajo estado de energia

Figura 1.2. Alineamiento de los momentos magnéticos, de los niicleos con espin %2 con el campo magnético
externo Bo en sus dos orientaciones posibles: paralela o anti paralela. Adaptada de
http://cnx.org/content/m43551/latest/

En el caso de los nlcleos de mayor interés biomédico, como el 1H (espin %2),
dos orientaciones seran posibles. Por una parte, el campo magnético y el momento
magnético pueden apuntar en la misma direccion, configuracion que tendra una
energia minima y sera la predominante en situacion de equilibrio termodinamico.
Por la otra, ambos vectores pueden apuntar en direcciones opuestas, caso en el
que la energia sera ligeramente superior. La diferencia de energia entre estos
estados se expresa segun la ecuacion 1.1, donde “y” es la constante giromagnética

(dependiente del nlcleo que observemos), “h” es la constante de Planck, “Bo” el
campo magnético del iman, "v" la frecuencia de Larmor (llamada también de
resonancia) y "w" la velocidad angular de giro de los momentos magnéticos (ver

figura 1.3 (a)) alrededor del vector del campo magnético principal, Bo.



AE=hv=h % =h % By Ecuacién 1.1. Relacién entre la diferencia de

energia entre estados del espin.

Ambos niveles estaran poblados segun las leyes del equilibrio
térmico. La diferencia de energia entre ellos es proporcional a la magnitud del
campo magnético y esta directamente relacionada con la frecuencia de Larmor o
precesion del momento magnético del nucleo considerado. Se observa un ligero
predominio en la orientacion de menor energia, resultando una magnetizacion neta

en este sentido ((figura 1.3)(b))..

Figura 1.3. Modelo simplificado de la magnetizacién microscépica (a) de los nicleos como vectores individuales
precesionando alrededor de Bo y macroscopica (M) en (b) resultante de la suma de los diferentes vectores
individuales.

Si un nudcleo es perturbado mediante irradiacion con la radiofrecuencia
apropiada (frecuencia de Larmor), se producira un fendbmeno de resonancia; los
ndcleos que ocupan un estado de energia inferior absorberan dicha energia y se
excitaran, saltando al estado de energia superior. Cuando cese el pulso de
radiofrecuencia los nucleos volveran (se “relajaran”) a su estado inicial. El tiempo
hasta el retorno a esta posicion inicial es gobernado por el tiempo de relajacion (ver

1.1.2.2). Las bobinas receptoras detectan la precesion de la magnetizacion



macroscopica de la muestra durante el periodo de relajacion en forma de una
corriente alterna inducida en ellas. Esta variacion de intensidad de corriente se
llama free induction decay (FID) y es una funcion exponencial decreciente
(intensidad vs. tiempo). La transformada de Fourier permite transformar esta

informacion al dominio de frecuencias (figura 1.4).

| TF A
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v B
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= \
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Figura 1.4. Obtencion de un espectro (a la derecha) desde la FID (a la izquierda) utilizando la Transformada de
Fourier (TF).

1.1.2 Parametros basicos en RMN

1.1.2.1 Parametros espectrales

Desplazamiento quimico

El desplazamiento quimico es la posicidon que ocupa una senal concreta en
el espectro (figura 1.5). Cada nucleo tiene una frecuencia de resonancia concreta, y
esto determina su posicion en el espectro de RMN. Asi, el desplazamiento quimico
de un ndcleo en concreto dependera basicamente del tipo ndcleo y del entorno
quimico en que se encuentra dicho nucleo (ver ejemplo en la figura 1.5). Esta
frecuencia absoluta (en Hz) varia segin el campo magnético usado. Para hacer
comparables los espectros adquiridos a diferentes campos magnéticos, el
desplazamiento quimico relativo (8) se expresa como partes por millon (ppm) en

relacion a una frecuencia de referencia (ecuacion 1.2).



Vg— VR
é= Sv— X 106 Ecuacion 1.2. Desplazamiento quimico
R

Donde v, es la frecuencia de resonancia en Hz del ndcleo de la molécula de
interés en el campo magnético (Bo), y v es la frecuencia de una sustancia concreta

de referencia a la que se asigna un determinado valor (p.e O ppm).
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Figura 1.5. Posicion de distintos grupos funcionales (en azul) y su desplazamiento quimico relativo en ppm.
Adaptada de [4].

Intensidad de la sefal y cociente senal ruido

La intensidad de senal se refiere al area bajo la curva de dicha senal y esta
directamente relacionada con la concentracion de nucleos que la generan. La
anchura de la senal a la mitad de la altura de ésta nos proporciona una idea de las
condiciones en las que se ha adquirido un espectro. Por ejemplo, cuanto mas
estrecha sea la anchura de la senal, mejor sera la homogeneidad de la muestra en
la adquisicion, es decir, sera un espectro de mejor calidad (figura 1.6). Este

parametro puede optimizarse experimentalmente, mejorando la homogeneidad del



campo magnético sobre la muestra con el “shimming”, pero debemos tener en
cuenta que factores como la temperatura, la intensidad del campo magnético y el
tiempo de relajacion transversal (ver seccion 1.1.2.2) también lo afectan
directamente, y en el caso de la relajacion transversal ésta puede variar entre tipos

de moléculas de la misma muestra.

— & Altura de senal

Anchura a media
* altura

Intensidad

Intensidad
de sefal

Frecuencia

Figura 1.6. Representacion esquematica de una sefal de un espectro de RMN mostrando la altura, intensidad
(=~ area en negro) y anchura a media altura de una sefal. Adaptada de [5].

La senal detectada por RMN tiene muy poca intensidad en relacion al ruido
térmico y eléctrico generado durante la adquisicion. Una manera de elevar el
cociente senal/ruido es sumar diferentes registros de una misma muestra, de
manera que las senales presentes iran aumentando de manera proporcional al
ndimero de registros, mientras que el ruido, por ser de naturaleza aleatoria, no se
adicionara de manera coherente y su contribucion no aumentara tanto como la de
las senales de interés. (ver una representacion esquematica en la figura 1.7).
Teniendo en cuenta que la intensidad del ruido aumenta proporcionalmente a la
raiz cuadrada del nimero de registros, vemos que el cociente senal/ruido (S/N)

mejorara con el aumento del nimero (n) de registros.
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Figura 1.7. Seial de un espectro de resonancia magnética mostrando la altura de la sefal y del ruido. Los
asteriscos marcan, probablemente, “spinning side bands”, y no son parte del ruido. Adaptada de [5].

Constante de acoplamiento

La forma (estructura fina) con la que aparece una senal en RMN puede
verse alterada cuando un determinado ndcleo interacciona con otros ndcleos
magnéticos en su entorno molecular mas cercano (normalmente, hasta 3 enlaces).
A este efecto se le denomina interaccion espin - espin y se define como la
influencia de espines vecinos en la multiplicidad de una determinada senal (figura
1.8).

La distancia entre senales de la resonancia de un ndcleo y que surgen a
resultas de la interaccion con otro, es la medida de la magnitud con la que cada
espin nuclear influencia al otro y se denomina constante de acoplamiento, cuyo

simbolo es “J” y se mide en hertzios (Hz).
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Figura 1.8. Esquema del origen de la multiplicidad de sefial en un caso sencillo. Adaptada de
http://web.uam.es/personal pdi/ciencias/aurbano/determinacion estructural/rmn/rmn_tema3.pdf.

Como se observa en la figura 1.8, debido a la presencia del campo
magnético externo Bo, cada uno de los protones A y B podra estar en dos estados
de espin diferentes a y B. EI campo efectivo que va a sentir Ha va a ser diferente
segln Hg se encuentre en uno u otro estado de espin, por lo que Ha va a aparecer
en dos desplazamientos distintos. Lo mismo ocurrird con Hs. En términos
energéticos, habra 4 posibles transiciones electronicas que daran lugar a 4 senales
en el espectro, es decir cada senal se desdoblara en otras dos centradas alrededor

del valor del desplazamiento quimico original g y day separadas por “J” Hz.

1.1.2.2 Tiempos de relajacion

Una vez emitidos los pulsos de radiofrecuencia (RF) y excitados los nlcleos
de la muestra, se empiezan a producir procesos de relajacion longitudinal y
transversal descritos por las constantes de tiempo T1 y To, respectivamente. Los
tiempos de relajacion estan fuertemente influenciados por el entorno quimico en
qgue se encuentra el nucleo [6] y también dependeran del campo magnético en el

que se esté trabajando. Ambos tiempos de relajacion se producen
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simultaneamente, pero siempre T2 sera igual o inferior a T1. El resultado final es
qgue la magnetizacion longitudinal crece a lo largo del eje Z (figura 1.3) hasta volver

al valor inicial y mientras que la magnetizacion XY desaparece.

Tiempo de relajacion longitudinal T1

El tiempo de relajacion longitudinal T1 es la constante de velocidad con la
que el sistema recupera la magnetizacion inicial después de un pulso de RF, que
desplaza la magnetizacion del eje Z al eje XY. Dicha recuperacion se observa
graficamente en la figura 1.9 y se ajusta a las ecuaciones a) o b) de dicha figura,
segln el caso. Puede visualizarse en la figura el valor de T1 como el tiempo que

corresponde a una recuperacion del 63,2%. de la magnetizacion longitudinal.

M, Relajacitn longitudinal
M@ T
0.632M  |-eesssssassane
0.264M g |oeees
T 2T, T Tiempo
= M{rt)=M,(1- e}y a) Recuperacion tras pulso de 90°
i M(r)=My(1-2""")  p) Recuperacion tras pulso de 180°

Figura 1.9. Grafico que representa la recuperacion de la magnetizacion longitudinal de una sustancia a lo largo
del tiempo. El T1 se ve representado como el punto temporal en el cual se ha recuperado el 63,2% de la
magnetizacion longitudinal tras un pulso de excitacién de 90°. Debajo del grafico se muestran las férmulas
para calcular el T1 tras la aplicacion de un pulso de 90° (a) o de 180° (b), siendo M (T ) la magnetizacién
longitudinal a un tiempo t tras la aplicacion de la RF de excitacién y Mo la magnetizacién inicial antes de aplicar
dicho pulso.
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Tiempo de relajacion transversal T2

El tiempo de relajacion transversal T se define como el tiempo que le lleva al
sistema para que la magnetizacion transversal inicialmente producida por el pulso de
excitacion de la muestra en el plano XY decaiga hasta un 37% de su valor inicial. Es un
valor propio de cada entorno molecular y muestra el tipo de funcién exponencial

decreciente que puede visualizarse en la figura 1.10.

M,, RELAJACION TRANSVERSAL

M., =M_ 0.Vl

Xy

XYy

]

I

| '

T 2T, 3T, Tiempo

(T, tipicos: 100 mseg-1 seg)

V. Cuando t=T,, M, =0,37 M, °
Cuando t=3T,, M, ,=0,05 M, °

Figura 1.10. Grafico que representa la pérdida de magnetizacién transversal en funcién del tiempo. El T2 se
representa como el punto temporal en el que sélo se detecta el 37% de la magnetizacion transversal inicial y
sobre la primera grafica se muestra la formula para calcularlo.

Es importante tener en cuenta los valores de T» ya que si el tiempo varia
entre el pulso y la deteccion de la senal (variacion del tiempo de eco), las senales
con T2 mas corto pueden llegar a ser indetectables.

13



1.2 Aplicaciones biomédicas de la Imagen y Espectroscopia por RMN

La RMN presenta dos vertientes de estudio: por un lado la espectroscopia,
quiza la mas conocida en el campo de la quimica y la bioquimica, y por otro la
imagen, mas extendida en medicina y biomedicina [7]. Las aplicaciones biomédicas
de la RMN comenzaron hacia 1972 cuando se siguid, por espectrocopia de carbono
13 (13C), el metabolismo de la glucosa marcada con dicho isétopo, en una
suspension celular. En base a los resultados, se concluyd que esta técnica podia
ser enormemente (til en el estudio de procesos bioquimicos. Por otro lado la
espectrocopia de fosforo 31 (31P) se utilizd para determinar el pH intracelular en
una suspension de eritrocitos y posteriormente en un musculo y casi

simultaneamente se obtuvo la primera imagen de RMN [8].

La espectroscopia aporta informaciéon metaboldémica, mientras que la
imagen aporta el referencial anatdmico y, en combinacion, pueden proporcionar
informacion significativa sobre la composicion de un tejido y la localizacion exacta

de posibles cambios en dicha composicion.

1.2.1 Imagen por resonancia magnética (IRM)

La imagen por resonancia magnética nuclear (IRM) del cuerpo humano esta
ampliamente difundida como método de diagndstico no invasivo en los hospitales
de los paises desarrollados debido a su gran potencial en el analisis anatémico,
como por ejemplo la deteccion de lesiones. Tiene un alto grado de diferenciacion y
deteccion de los distintos tejidos del cuerpo humano y una resolucion espacial que
no se compara con ninguna otra técnica actualmente disponible sobre todo para
tejidos blandos [6].

El proton es el nucleo mas utilizado en la IRM, principalmente por su
abundancia en el cuerpo humano (en forma de agua) y, no menos importante, por
su gran momento magnético (y, por ende, 6ptima intensidad de senal obtenida). La
rigueza y detalle de la informacion obtenida por la IRM se debe al contraste
intrinseco que se puede obtener con ella: zonas claras (hiperintensas) y las zonas
oscuras (hipointensas), segun los diferentes entornos biofisicos en que se

encuentran los protones del agua y segun los parametros de adquisicion utilizados.



Los factores importantes que determinan el contraste intrinseco de las imagenes
por RMN son: T4, T2 ¥y la densidad protdonica (concentracion de agua

esencialmente) en los tejidos de la muestra en estudio.

Dependiendo de la informacién que se desee obtener, hay diversidad de
secuencias de pulsos para IRM, que se combinan de diferentes maneras: variando
el tiempo de reciclaje (TR) (tiempo transcurrido entre los 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 senal de RMN, la free induction decay (FID)). De
esta forma se potencia el contraste intrinseco, seleccionando el parametro en el
gque se va a ponderar la imagen obtenida. Por ejemplo, se dice que una imagen es
ponderada en T4, cuando se potencian las diferencias entre los distintos tejidos
debido a los valores de Ti. Es un tipo de secuencia mas sensible a los detalles
anatomicos estandar. Una imagen ponderada en T2 a su vez, es mas sensible al
contenido de agua y a la presencia de patologia y potencia las diferencias de T2
entre los distintos tejidos [9]. Ejemplos de imagenes ponderadas en Ti, T2 y

densidad protdnica se aprecian en la figura 1.11.

Figura 1.11. 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 I6bulo frontal derecho. Imagen ponderada en Ti (A) post
administracion de contraste, imagen ponderada en T2 (B) [10]. La figura C muestra un corte en el plano axial (a
un nivel inferior que A y B) de un encéfalo normal, de una imagen ponderada en densidad protdnica. Figura
tomada de [11].

1.2.2 Espectroscopia por resonancia magnética (ERM)

Hoy en dia, la espectroscopia esta considerada como el método no invasivo
que permite estudiar mas adecuadamente el metabolismo de los seres vivos. Esta
metodologia puede determinar cualitativa y cuantitativamente una gran variedad
de metabolitos en el tejido intacto, proporcionando una informacion extensa sobre

su composicion. Sin embargo, en el ambito clinico la poca familiarizacion de los
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profesionales con ésta técnica, su manejo e interpretacion, ha limitado las
aplicaciones diagnosticas de esta técnica a la neurooncologia. Ademas, la
utilizacion de campos magnéticos relativamente bajos en comparacion con los
campos disponibles para aplicaciones quimicas, limita el nGmero de metabolitos
que se pueden identificar y la resolucion obtenida (figura 1.12 y tabla 1.1). Muchas
de esta limitaciones relativas a la resolucion y la dispersion espectral se pueden
superar si se realiza un estudio in vitro o ex vivo. Estas condiciones permiten
emplear un campo magnético mas alto en los analisis, Io que mejora notablemente
la sensibilidad y resolucion de la técnica, permitiendo distinguir un nimero superior
de metabolitos. Si se usa un estandar adecuado también se puede obtener
informacién cuantitativa. No obstante, se pierde la ventaja de la “no invasividad” de
la ERM in vivo. Actualmente, muchos escaneres clinicos ya trabajan a 3T, lo que

sin duda mejorara la deteccion y cuantificacion de metabolitos in vivo.

En ERM se producen los mismos fendmenos descritos en la secciéon 1.1.1,
es decir: excitacion de nucleos 1H de la muestra y deteccion de senal mientras
éstos vuelven a su estado de equilibrio. Los parametros que caracterizan cada
senal en un espectro ERM incluyen la frecuencia de la resonancia (su
desplazamiento quimico), su intensidad y su anchura a media altura. Sin embargo,
estos metabolitos estan presentes en concentraciones relativamente bajas en
comparacion con el agua en el mismo tejido y por lo tanto, para este tipo de
técnicas, es necesaria una presaturacion selectiva sobre la senal del agua para
disminuir la intensidad relativa de ésta. Por otro lado, los artefactos causados por
la heterogeneidad del campo magnético o de la muestra son mas evidentes a altos
campos. Por lo tanto, un campo magnético homogéneo es indispensable para

obtener un espectro de buena calidad.

2
pRm

Figura 1.12. Espectro promedio realizado con la secuencia PRESS a tiempo de eco (TE) corto (30 ms) de
cerebros humanos de voluntarios sanos (sin patologia cerebral conocida) obtenido del proyecto INTERPRET.
Figura tomada de [12].



Metabolito Abreviatura Desplazamiento quimico Multiplicidad
(pm)
Lactato Lac 1,35 Doblete
Alanina Ala 1,47 Doblete
Acetato Ac 1,92 Singlete
N-acetil aspartato NAA 2,02 Singlete
Glutamato + Gutamina Glx 2,10 Multiplete
Glutamato + Gutamina Glx 2,14 Multiplete
Succinato Succ 2,42 Singlete
Glutamina Glx 2,46 Triplete
N-acetil aspartato NAA 2,50 Doblete de dobletes
Creatina Cr 3,03 Singlete
Colina Cho 3,20 Singlete
Scyllo-inositol sl 3,35 Singlete
Taurina Tau 3,43 Triplete
Colina Cho 3,52 Triplete
Myo-inositol ml 3,55 Doblete de dobletes
Glicina Gly 3,56 Singlete
Glutamato + Gutamina Glx 3,77 Triplete
Glutamato + Gutamina Glx 3,78 Triplete
Alanina Ala 3,79 Cuadriplete
Creatina Cr 3,93 Singlete

Tabla 1.1. Metabolitos principales detectables en cerebro normal y en tumores cerebrales, su abreviatura,
desplazamiento quimico y multiplicidad [13].



1.2.2.1 Espectrocopia de alta resolucion utilizando la técnica de
rotacion en angulo magico (High Resolution Magic Angle Spinning,
HRMAS)

La espectroscopia de alta resolucion con giro en angulo magico, High
Resolution Magic Angle Spining (HRMAS) se viene utilizando para estudiar
muestras de tejido intacto ex vivo desde 1997. Los primeros estudios que la
aplicaron al estudio de cancer en humanos fueron el de Millisy col. y el de Chengy
col. [14,15]. Esta técnica posee un alto grado de reproducibilidad y su naturaleza
no destructiva permite el estudio por microscopia de las muestras analizadas
previamente por HRMAS vy, por tanto, la comparacion de datos espectroscopicos y

morfologicos [16].

Andrew y col. [17] y Lowe y col. [18] describieron de manera independiente
que la adquisicion de espectros de RMN de una muestra sélida girando
rapidamente (entre 4 y 6 kHz) en un angulo de 54,7° relativo al campo magnético
principal (Bo), reduce la anchura de las senales detectadas en el espectro. Ello evita
la pérdida de informacion causada por las interacciones dipolares, que son
originadas por la heterogeneidad de la muestra y parametros residuales
anisotropicos, que no pueden ser promediados por el movimiento Browniano en

muestras soélidas tal como se observaria en una muestra liquida.

El espectro de RMN depende fuertemente del entorno microscopico de los
ndcleos investigados. Asi, en las diferentes moléculas estudiadas podemos tener
interacciones dipolares (entre dos nlcleos con momento magnético), anisotropia
de desplazamiento quimico (entre nucleo y nube electronica), y en caso de sélidos y
semisolidos interacciones quadrupolares. Si una muestra gira sobre su propio eje a
altas velocidades manteniendo el angulo magico con Bo (figura 1.13), las
interacciones dipolo - dipolo se promedian resultando un valor de cero, es decir, se
anulan (ver ecuacion 1.3). Esto, desde un punto de vista practico, lleva a la
reduccion de la anchura de banda efectiva de las resonancias de interés a valores

comparables a los obtenidos con muestras liquidas.



H1lo (3cos?0-1)
31 52 = ( = ) X 3 Ecuacién 1.3. Valor de las interacciones

dipolares entre niicleos 1y 2.

Siendo p, = permeabilidad del vacio y u; el momento magnético del nucleo 1.

Cuando 8 = 54° 74" (angulo magico), 3cos2 6 = 1y las interacciones dipolares del

nucleo 1 sobre el 2 desaparecen.

Figura 1.13 “Angulo Méagico” formado dentro de la sonda HRMAS entre la orientacion de la turbina para el giro
de la muestra alrededor del eje longitudinal de la turbina y el campo magnético principal (Bo).

En cambio, las interacciones debidas a la anisotropia del desplazamiento
quimico se promedian a un valor diferente a cero y la interaccion quadrupolar se
promedia solo parcialmente dejando una interaccion quadrupolar residual
secundaria. Asi, en liquidos, las interacciones dipolares se promedian a cero
gracias al rapido movimiento molecular de las moléculas en disolucion que se

produce. Este promedio a cero de las interacciones dipolares que se da en liquidos
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es entonces “mimetizado” en sélidos y semisélidos por el uso de la técnica de
magic angle spinning (MAS), con lo que se obtienen unas senales de anchura
comparable a las de metabolitos en solucion. Sin embargo, al girar la muestra en
angulo magico se generan componentes de modulaciones a frecuencias
correspondientes a la frecuencia de giro de la muestra y también de su mdaltiplo,
conocidas como Spinning Side Bands (SSB), (figura 1.14) que pueden complicar la
interpretacion del patron espectral si no se evita que aparezcan en el rango

espectral de interés.

Una velocidad de giro moderada es suficiente para evitar efectos de
ensanchamiento de senal y obtener espectros de alta resolucion. Sin embargo,
velocidades demasiado bajas pueden producir “SSB” de intensidad considerable
en el rango de estudio que pueden enmascarar las senales de los metabolitos de
interés. Por ello es importante determinar la velocidad éptima de giro (que depende
del campo magnético externo) para evitar este problema [19] por ejemplo, una
velocidad de giro de 3000 Hz para 9,4 T.

a 250 Hz (A)
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Figura 1.14. Espectro de HRMAS de tejido de préstata adquirido a 14,1T (6000 Hz) con la secuencia pulso y
adquisicion a diferentes velocidades de rotacién (a) 250 Hz, (b) 300 Hz y (c) 350 Hz. Los asteriscos (*)
muestran los Spinning Side Bands (SSB) del tejido y el estandar de silicona utilizado para referenciar a O ppm
Figura adaptada de [20].
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La espectroscopia HRMAS consiste, entonces, en hacer girar una muestra a
altas velocidades (1 - 15 KHz) en un angulo de 54,7° (cos20 = 1/3 ver ecuacion

1.3 para mas detalles), respecto a Bo, llamado “Angulo Magico” () (figura 1.13).

Las sondas HRMAS (figura 1.15) han sido disenadas para realizar
experimentos mientras gira la muestra en el llamado “angulo magico” y estan ya
doblemente (1H y 13C) o triplemente (1H, 13C y 15N) sintonizadas a los rangos de
frecuencias de interés. Estas frecuencias de excitacion/deteccion operan a través
de una bobina solenoidal de transmision/recepcion localizada dentro de la turbina

de giro de angulo magico.

Posicion del rotor

Bloque estator en
angulo magico

Bandas flexibles
de conexién con la
bobina

Figura 1.15. Sonda HRMAS que se utiliza dentro del imén del espectrémetro de RMN : El rotor que contiene la
muestra se encuentra en el bloque estator inclinada en angulo magico de 54,7° con respecto a Bo. Figura
adaptada de [21].

Diversos estudios en muestras de cerebro, prostata, mama y cancer cervical
han demostrado que la técnica de HRMAS es una herramienta importante en el
diagnostico y monitorizacion de la respuesta al tratamiento en el estudio del cancer
[22-25]. El tipo de informacion obtenido a partir del tejido tumoral estudiado con
este método depende de los detalles del protocolo aplicado, desde la recoleccion y
almacenamiento de la muestra hasta el post-procesamiento de los espectros

adquiridos. El desarrollo tecnoldgico en la primera década de uso de la técnica ha
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permitido la fabricacion de mejores sondas, sistemas de control de temperatura
mas eficaces y rotores con nuevos disenos que permiten el analisis de muestras de
tan solo 12 ul de volumen [26]. La metodologia de HRMAS sigue en constante
optimizacion y cada vez se reconoce mas el potencial de esta técnica como

herramienta para estudios clinicos [16].

La técnica de HRMAS se lleva a cabo con una preparacion sencilla 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 que se llevan a cabo con RMN de
disoluciones. Los espectros obtenidos serian comparables a los adquiridos por ERM

in vivo pero con mucha mas resolucion y sensibilidad.

Una de las ventajas de la técnica de HRMAS es que, al utilizar la muestra
intacta, sin extraccion previa, esta misma muestra se puede reutilizar para analisis
posteriores, por ejemplo de histopatologia, inmunohistoquimica, transcriptomica y
protedmica. Estudios de anatomia patologica llevados a cabo con muestras
provenientes de un analisis HRMAS [27] han demostrado que hay una correlacion
de los metabolitos presentes en tejidos con la apoptosis observada. Ademas, otros
autores [28] han demostrado que no hubo alteracion significativa de los resultados
de estudios gendémicos en muestras provenientes de un analisis de HRMAS. La
espectroscopia de alta resolucion ex vivo (con el uso de biopsias y tejidos) es usada
también ampliamente para la ayuda en la interpretacion de espectros in vivo de la

muestra correspondiente [29].

Actualmente hay numerosos métodos para estimar la concentracion de las
senales de RMN. EL método mas simple consiste en comparar las intensidades o
areas de las distintas senales. La cuantificacion de los espectros HRMAS siempre
ha sido un reto debido a las dificultades para encontrar un estandar adecuado y a
la presencia de la superposicion de algunas senales en los espectros aunque la
resolucion obtenida en los estudios de HRMAS es excelente. Estas dificultades
llevan a realizar rutinas de post procesamiento manuales para el ajuste de las

senales. Autores como Opstad y col. [27] y Valonen y col. [30] han descrito en sus



estudios el uso de agua y creatina como estandares internos para la cuantificacion

en muestras de tejido cerebral.

Otro método posible para la cuantificacion de metabolitos en HRMAS es
anadir a la muestra una solucién como referencia externa, por ejemplo, el acido
trimetilsilil propionico (TSP). Este compuesto ha sido usado como referencia para
cuantificacion en espectros de tejidos adquiridos por HRMAS [31,32] pero existen
dudas acerca de su interaccion con el tejido, debido a que puede unirse a algunos

compuestos macromoleculares y volverse parcialmente invisible.

Distintos autores [33,34] han demostrado que los espectros HRMAS poseen
caracteristicas para realizar estudios sobre clasificacion entre muestras de tejido
tumoral y tejido normal, llevando esta técnica a ser considerada en algunos casos

como una relevante herramienta clinica.

Para mas detalles del desplazamiento quimico de algunos de los principales

metabolitos detectados por HRMAS, consultar anexo 1.

1.3 Neoplasias

Se denomina neoplasia a un grupo complejo de estados patologicos en los
cuales las células presentan un crecimiento descontrolado y excesivo hasta invadir
otros tejidos y organos (figura 1.16). Generalmente, el término neoplasia se usa
como sinénimo de tumor y éstos pueden ser de tipo maligno o benigno. Un tumor
benigno es un tumor localizado, con una capsula fibrosa, de crecimiento
potencialmente limitado, forma regular y células bien diferenciadas. Este tipo de
neoplasia no invade el tejido adyacente ni metastiza en 6rganos a distancia. Sélo
causa dano por compresion y habitualmente no recurre después de la extirpacion
quirdrgica. Por otro lado, en un tumor maligno se encuentran células con
anormalidades en su material cromosémico, que se multiplican sin control y
pueden invadir los tejidos cercanos. Las células de neoplasias malignas también se

pueden diseminar hasta otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo y el



sistema linfatico, pudiendo reproducirse en otros organos, dando lugar a la

metastasis.

Loss of Normal Growth Control
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Figura 1.16. Esquema de la progresién tumoral (http://www.cancer.gov/cancertopics/cancerlibrary/what-is-
cancer).

1.3.1 Tumores cerebrales

Los tumores cerebrales se desarrollan dentro del sistema nervioso central
(SNC) y pueden ser originados por células del mismo sistema nervioso, o bien
tratarse de una metastasis con origen en un organo distinto (por ejemplo: mama,
pulmén). Sus grandes inconvenientes son el desarrollo dentro de un espacio
cerrado y de dificil acceso (caja craneal) y también la proximidad a estructuras
cerebrales vitales o que comprometan la locomocion, habla, equilibrio hormonal, en

resumen la funcionalidad cerebral general.

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) abarcan menos de un 2% del

total de casos de cancer diagnosticados cada ano a nivel mundial
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(aproximadamente 175.000), pero a pesar de ello, constituyen una fuente

importante de mortalidad y discapacidad [35].

No son por lo tanto los tumores de mayor incidencia en humanos, pero si
son unos de los mas relevantes cuando se consideran los anos de vida perdidos

[36] y por eso su diagnéstico y manejo son tan importantes.

Segun Berstein y Berger [37], se ha producido un gran aumento de la incidencia
y la mortalidad de los tumores cerebrales en paises desarrollados en las ultimas
décadas, sobre todo en personas mayores. Probablemente sea porque
determinados tipos de tumores cerebrales estan ligados a la edad, asi es posible
que el aumento en la esperanza de vida tenga un peso importante en éste
incremento. Por otra parte, la mejoria de los métodos de diagndstico podria

también haber contribuido a la mayor incidencia detectable.

1.3.1.1 Clasificacion

Los tumores del sistema nervioso son siempre problematicos, en general
tienen mal prognoéstico y requieren muchas veces tratamiento agresivo. Estos se
pueden dividir en dos categorias: cancer cerebral primario (se origina en células del
sistema nervioso) y cancer cerebral secundario o metastasico (proveniente de otras
partes del cuerpo). La Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization
WHO) clasifica los tumores del sistema nervioso en diferentes grados de malignidad
basandose en cuatro criterios histopatolégicos (atipia nuclear, actividad mitética,
hiperplasia endotelial y necrosis) y en datos de supervivencia correspondientes a
las entidades tumorales y a los pacientes, respectivamente [37,38,35]. De ésta

manera se conforma el sistema de clasificacion actual:

= Grado | (benigno): Tumores con bajo potencial proliferativo, naturaleza
difusa y posibilidad de cura mediante reseccion quirlrgica. Curacion o

supervivencia > 5 anos.

= Grado Il (semi-benigno): Tumores infiltrantes con bajo indice mitético pero
con potencial de recidiva. Algunos tienden a progresar hacia lesiones de alto

grado. Supervivencia entre 3 y 5 anos.



= Grado lll (maligno): Evidencia histolégica de malignidad generalmente en
forma de actividad mitotica detectable, clara expresion de capacidad

infiltrativa y anaplasia. Supervivencia entre 2 y 3 anos.

= Grado IV (altamente maligno): Elevada actividad mitética, necrosis y rapida

evolucion pre y post-operatoria. Supervivencia entre 6 y 15 meses.

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 espinales y craneales. Los linfomas y tumores de lineas
germinales constituyen aproximadamente un 4% y un 1% del total respectivamente
[35].

Los tumores gliales son los mas frecuentes, y se clasifican en diferentes
grupos segun el tipo celular que los origina, siendo los principales subgrupos
astrocitomas (As, derivados de células precursoras de astrocitos),
oligodendrogliomas (ODGs, derivados de células precursoras de oligodendrocitos) y
oligoastrocitomas (OAs, tipo de tumor mixto derivado de células precursoras tanto

de astrocitos como de oligodendrocitos).

El tipo predominante entre los gliomas es el astrocitico (A). Dentro de éste tipo,
en general muy infiltrativo, también existen distintos grados de malignidad. La WHO

describe los siguientes tipos de tumores astrociticos cerebrales:

= Astrocitoma Pilocitico (Grado | WHO) es la neoplasia del sistema nervioso
mas frecuente en ninos, estando localizado preferentemente en el cerebelo.

Crece lentamente y tiene un pronodstico favorable.

= Astrocitoma de bajo grado (difuso) (grado Il WHO) se presenta en adultos
jovenes, crece de manera difusa y en general no es totalmente extraible por
neurocirugia, tiende a progresar lentamente y tiene variantes de tipo fibrilar,

protoplasmatico y gemistocitico .



= Astrocitoma anaplastico (grado Il WHO) evoluciona generalmente a partir de
un astrocitoma de bajo grado, crece relativamente rapido y generalmente

progresa a glioblastoma en 2 6 3 anos.

= Glioblastoma (grado IV WHO) es el tipo mas frecuente de tumor maligno del
sistema nervioso. Clinicamente se puede subdividir en secundario y primario
(representando este UGltimo mas del 80% de los casos). Se desarrolla sobre
todo en personas de edad adulta (mayores de 55 anos) con una

supervivencia de cerca de un 1 ano.

Actualmente, se conocen distintos perfiles transcriptomicos de glioblastomas
como los proneurales, mesenquimatosos o proliferativos [39] que aunque
histopatologicamente comparten caracteristicas, contienen mutaciones y variantes
genéticas distintas, mostrando alguno de ellos por ejemplo, el perfil proneural, una

mutacion especifica en IDH1 [40].

Mas detalles acerca del resto de tipos de tumores cerebrales humanos se

pueden consultar en el anexo 2 [38].

1.3.1.2 Epidemiologija y etiologia

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) presentan una incidencia de
alrededor de 7 casos para cada 100.000 habitantes y son responsables de
aproximadamente 4 muertes por cada 100.00 habitantes en Espana (figura 1.17).
Los ninos menores de 15 anos presentan una incidencia de esta patologia no
despreciable de alrededor del 25,4% [41]. Los tumores cerebrales tienen en su
mayoria mal prondstico y son un gran reto, tanto desde el punto de vista de
diagnostico como terapéutico. Algunos factores son muy importantes en la
evolucion de la enfermedad, como por ejemplo, la edad del paciente, la localizacion

del tumor, las posibilidades de reseccion, el tipo histolégico y el grado.

Por ejemplo, los astrocitomas pilociticos son tumores de crecimiento lento
con pronéstico favorable y tasas de supervivencia superiores a 5 anos en mas del

85% de los casos. Los astrocitomas difusos, sin embargo, no pueden ser



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 anos del
60%. Por otro lado, los ODGs de bajo grado (ll) y (lll) tienen un prondstico mas
favorable que los astrocitomas difusos y también una menor tendencia a progresar
hacia estadios mas agresivos. La incidencia de los OAs puede variar de un 1,8 a un
19% del total de gliomas, porque el diagnoéstico varia segun los diferentes
laboratorios de analisis y muchas veces son considerados bien como ODGs o bien
como As. Su pronodstico y tendencia a la malignizacion dependen de las
proporciones de los distintos tipos celulares que los constituyen. Estos tipos de
glioma pueden transformarse en GBM (grado V) [37], siendo este muy resistente a

la quimio y radioterapia y s6lo un 3% de los pacientes afectados sobrevive mas de

tres anos [42].

Estimated incidence & mortality from cancer of the brain and central nervous system
in both sexes, 2012
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Figura 1.17. Estimacién de la incidencia y mortalidad debido a céancer cerebral y del sistema nervioso central
en adultos de ambos sexos en Europa en el aiio 2012. Imagen adaptada de EUCAN [43].
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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 excepcion de sindromes hereditarios como por ejemplo
neurofibromatosis tipo 1 y 2, sindrome de von Hippel-Lindau, esclerosis tuberosa y

sindromes de Li-Fraumeniy Turcot [37].

1.3.1.3 Diagnéstico

Algunas enfermedades cerebrales no tumorales pueden mimetizar los sintomas
de los tumores cerebrales. El diagnéstico diferencial correcto debe permitir
distinguir los tumores cerebrales de otras patologias que pueden presentar
sintomas similares. Para ello se practica un examen fisico, neurologico y del campo
visual, asi como pruebas no invasivas para la confirmacion de la patologia, como la
exploracion mediante la tomografia axial computarizada (TAC) o IRM, sabiendo que
el nivel de detalle anatémico de ésta Ultima para tejidos blandos es muy superior.
Asi, el diagnostico diferencial de tumores se puede llevar a cabo mediante imagen
por resonancia magnética (IRM) gracias a sus caracteristicas morfologicas
diferenciales. Existen sin embargo patologias cerebrales que no se pueden
diferenciar bien de los tumores mediante la morfologia, pero si por otras
caracteristicas biolégicas. De aqui el gran potencial de la espectroscopia por
resonancia magnética (ERM) que puede contribuir muy bien al diagnéstico
diferencial de la presencia o no de tumor en el caso de imagenes IRM similares.
Este aspecto es muy importante porque el enfoque terapéutico puede variar segin
el tipo de patologia en cuestion, y en caso de tratarse de tumor, seglin el grado

tumoral.

Los sintomas y senales causados por un tumor cerebral dependen del lugar
del cerebro donde se aloja el tumor, las funciones vitales controladas por esa parte
del cerebro y el tamano del tumor o su capacidad de compresion. Algunos de

dichos sintomas pueden ser [44-46]:

e Dolor de cabeza matutino o dolor de cabeza que desaparece después de

vomitar

e Nauseasy vomitos frecuentes


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=390302&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=390324&version=Patient&language=Spanish

e Problemas de la vista, del oido o del habla

e Pérdida de equilibrio y problemas de estabilidad para caminar

e Debilidad en uno de los lados del cuerpo

» Somnolencia no habitual o cambio en los niveles de actividad habituales
e Cambios no habituales de personalidad o comportamiento

e Convulsiones

Actualmente, cuando hay una sospecha clinica de tumor cerebral, el diagnostico
es valorado inicialmente por IRM. En la practica clinica, esta evaluacion permite
distinguir la medida de la masa andémala y determinar algunos parametros
morfolégicos relevantes para un diagnostico preliminar. La ERM puede ser de gran
ayuda para distinguir un tumor de procesos no neoplasicos o para estimar el grado
tumoral. Sin embargo, este diagndstico muchas veces alun debe ser confirmado por
analisis histopatolégicos, que es considerada la técnica mas fiable (de referencia),

para la clasificacion de tumores cerebrales [47].

Para una caracterizacion todavia mas detallada por IRM de la patologia que
aqueja al paciente, ademas de los elementos de contraste enddgeno, o intrinseco,
mencionados en 1.1.2.2 y 1.2.1, se utilizan agentes de contraste exégenos, que se
administran al paciente durante la exploracion IRM. Lo mas habitual en la clinica
para el estudio de la patologia cerebral son los agentes de contraste basados en
gadolinio (Gd3*). Estos agentes no pueden cruzar la barrera hematoencefalica
(BHE) cuando ésta se encuentra intacta, aunque si lo pueden hacer cuando hay
discontinuidad o rotura. En éste caso, el agente de contraste actla reduciendo el
tiempo de relajacion de los protones del agua y de su entorno, y produce “realce”
en la imagen, volviéndola mas intensa (hiperintensa). Son los llamados “agentes de

contraste positivos” (figura 1.18).


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45484&version=Patient&language=Spanish

Figura 1.18. Imagenes por RM en plano axial de un mismo paciente diagnosticado con GBM ponderadas en: A)
T4, B) T1 después de la administracién de contraste basado en gadolinio (Gd3+), C) T2, donde se muestra la zona
tumoral (tumor + edema circundante) indicada por un ovalo rojo y C) densidad de protones. La flecha en “B”
indica el anillo hipertenso debido al agente de contaste. Caso 10145 de la base de datos del proyecto Interpret
[12,48].

Finalmente la confirmacion definitiva del diagndstico se realiza a partir de un
analisis histopatologico (figura 1.19) realizado en una biopsia del tumor. Esto por
supuesto tiene sus riesgos, tanto a nivel de mortalidad/morbilidad del paciente
[49,50] como de diagnéstico, ya que se puede subestimar el grado del tumor
dependiendo de la zona de la que se haya extraido la biopsia. Seria ideal disponer
de una herramienta eficaz de diagnéstico no invasivo que pudiese evitar el

procedimiento de biopsia, por lo menos en algunos casos.

Figura 1.19 (A) Campo histolégico tipico de un GBM mostrando hipercelularidad y varias dreas de necrosis (circulos rojos)
(x100). (B) Mayor aumento (x200) en un campo diferente del mismo tumor que revela atipia nuclear (circulo amarillo) y
proliferacion microvascular (circulos azules). En el recuadro (C) destacan mitosis (circulo naranja). Tincion con hematoxilina
- eosina [51].
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Uno de los métodos no invasivos prometedores para coadyuvar al
diagnéstico de tumores cerebrales es la ERM de proton (1H-ERM), que esta
considerada como un complemento muy Util de la IRM, y requiere pocos minutos
qgue se anaden al final de la exploracion (adquisicion de espectros single voxel (SV)
en imanes de 1,5 T) [12]. Los espectros se obtienen normalmente de volimenes
cubicos conocidos como voxels, midiendo aproximadamente 2 - 4 cm3
(dependiendo del tamano de la lesidn) y contienen informacion sobre metabolitos
de interés, (figura 1.20 y tabla 1.1) algunas de las cuales se detallan a

continuacion:

e Colina (Cho): La “colina” también llamada “colina total” procede del
grupo trimetilamina de un grupo de moléculas involucradas en la
degradacion y sintesis de membrana celular, principalmente de
fosfocolina, glicerofosfocolina y colina libre. Se considera como un
marcador de proliferacion celular. Normalmente, los tumores
neuroepiteliales altamente proliferativos veran aumentadas sus
senales de estos metabolitos [52].

e Creatina (Cr): La “creatina” es en realidad, creatina total (tCr), la
suma de creatina y fosfocreatina. Dichos metabolitos se refieren a
compuestos relacionados con la bioenergética de los tejidos con
demanda fluctuante de energia y la Cr se ve muchas veces
disminuida en los tumores con respecto a parénquima cerebral
normal [53].

e N-acetil aspartato (NAA): se considera como un marcador de
viabilidad neuronal que suele ver disminuida su concentracion en el
caso de los tumores cerebrales [54], reflejando la afectacion y en
algunos casos la muerte neuronal.

e Lactato (Lac): Se asocia en general a alta actividad glicolitica y/o
metabolismo anaerdbico. Su concentracion suele aumentar en
lesiones tumorales [16].

e Lipidos méviles (ML): éstos aumentan en algunos tipos de tumores,
especialmente los de alto grado, siendo un indicador de mal

prognostico. Se suele asociar con necrosis (muerte celular) [54].



e Glutamato/ Glutamina (GIx): El glutamato es un importante
neurotransmisor excitatorio en el SNC y se ve elevado en los
oligodendrogliomas [55]. La glutamina en cambio puede aportar
carbono al metabolismo anabdlico tumoral [56].

e Mio-inositol (ml): Es un marcador de funcionalidad glial y parece estar
relaciondo con mecanismos de osmoregulacion [57].

e Acetato (Ac): Marcador de metabolismo bacteriano en el caso de
abscesos cerebrales in vivo [58]. También puede provenir de la
degradacion del NAA en biopsias post mortem.

e Acido y-amino butirico (GABA): Actla como principal neurotransmisor

inhibitorio cerebral [59].

B [ B AR )

&
=
=)
i

=

Figura 1.20. A) Espectro de 1H (TE=30ms; TR=2000ms) de materia blanca de un voluntario sano. B) Espectro
adquirido con los mismos parametros que en A) de 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 3,21 ppm; NAA a
2,02 ppm; mio-inositol (ml) a 3,56 ppm; glutamato y glutamina (GlIx) entre 2,00 y 2,40 ppm; lipidos (Lip) y
macromoléculas (MM) a 0,9y 1,3 ppmy lactato (Lac) a 1,3 ppm (Figura adaptada de Sibtain y col. [60])

Aunque se trata de una manera valiosa de obtener informacion sobre el
metabolismo de un tejido de una manera no invasiva, la ERM in vivo queda limitada
por su relativamente baja resolucién espectral, en comparacion con la resolucion

que se puede llegar a obtener con los analisis in vitro [61] (figura 1.21).

Se esta evaluando el uso conjunto de la ERM y la IRM para conseguir un
diagnostico mas preciso en los estadios iniciales de la enfermedad y diferenciar

mejor los diferentes tipos tumorales.



Para aumentar el valor de la ERM en el diagnoéstico y seguimiento de la
enfermedad in vivo, es importante tener una base previa in vitro, que nos permita
comprender mejor el origen de las senales que se detectan con las técnicas in vivo
[62]. Para este fin es relevante el uso de células y modelos preclinicos de la
patologia. También tiene importancia la evaluacion in vitro de biopsias de tumores
cerebrales humanos, bien sea mediante espectrocopia de alta resolucion de sus
extractos [63] 0 mediante el estudio de biopsias intactas mediante high resolution
magic angle spinning spectroscopy (HRMAS) [64], con el objetivo final de mejorar el
diagnoéstico no invasivo y por lo tanto el mejor tratamiento posible de la

enfermedad.
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Figura 1.21. Ejemplo de la comparacion de la resolucion mejorada en espectroscopia HRMAS adquirido con la
secuencia pulso y adquisicién a temperatura de 0° C (A), con respecto a ERM in vivo adquirida a 30ms (B) de
un caso pediatrico de meduloblastoma. La IRM (C) nos muestra la localizacion anatémica de tumor con una
flecha. Figura adaptada de Cuellar-Baena y col. [22].
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Para los analisis que se llevan a cabo con ERM de alta resoluciéon ex vivo
(por ejemplo HRMAS), es necesaria una biopsia recogida durante la cirugia del
paciente. Por lo tanto, se trata de un procedimiento invasivo en contraposicion a las

exploraciones por ERM in vivo.

La subsecuente descongelacion y analisis espectroscopico por HRMAS, aln
siendo realizado a bajas temperaturas, puede llevar a la reactivacion parcial de
enzimas, dando lugar al metabolismo post mortem y cambios bioquimicos evidentes
debidos a dicho metabolismo [65]. Dichos cambios podrian complicar la interpretacion
de los datos y, por lo tanto, serian de gran utilidad para la inactivacion o ralentizacion

de dicho metabolismo.

Una de las ventajas de la técnica HRMAS es que permite analizar los patrones
espectroscopicos de tejido cerebral y tumoral en alta resolucién sin tener que recurrir a
la extraccion por acido perclorico de los metabolitos hidrosolubles [66,67] ya que con
ellos, aparte de la mayor complejidad metodolégica con respecto al HRMAS ex vivo,
podemos perder informacion valiosa (por ejemplo, contribuciones de lipidos méviles o

macromoléculas en el patron espectral).

1.4 Uso de la irradiacion por microondas focalizadas (Focused
microwave, FMW) en la “fijacion” de tejidos

Los cambios en el cerebro asociados con el metabolismo post mortem han
sido reconocidos por anos como un problema para el analisis ex vivo o in vitro del
patron metabdlico tisular. En los anos 20 del siglo pasado, los neuroquimicos
reconocieron dicho problema y determinaron que la congelacion del cerebro era el
método mas favorable para detener la degradacion de algunas moléculas y la

rapida formacion de otras debido al metabolismo post mortem.

En 1925, McGinty y Gesell [68] notaron que una demora en la congelacion
de las muestras de cerebro aumentaba significativamente los niveles de lactato.
Kinnersley y Peters [69] llegaron a la misma conclusion en su investigacion con el
tejido cerebral de palomas, observando que el lactato aumentaba durante la

incubacion in vitro y que la congelacion in situ reducia la formacion de lactato. En



1935, Kerr [70] demostré que la fosfocreatina disminuia rapidamente con los
cambios post mortem y que sélo 30 segundos después de la muerte se perdia un
90% de esta molécula de creatina fosforilada. También describid que la
desaparicion de fosfocreatina era mucho mas rapida en cerebro que en musculo,
concluyendo que el cerebro era altamente susceptible a los cambios post mortem.
Asi, utilizando nitrogeno liquido para congelar el cerebro inmediatamente después

de la muerte, se perderia menos nivel de fosfocreatina.

En los anos 70, numerosos laboratorios notaron que la congelacion del
cerebro por si sola no era suficiente para reducir las alteraciones quimicas del
cerebro. Es entonces cuando se comenzd con la experimentacion con dos
diferentes técnicas para contrarrestar dicho problema: la rapida congelacion en

nitrégeno liquido (freeze-blowing) y la irradiacién por microondas focalizadas.

Ferredelliy col. [71] observaron en sus experimentos con muestras murinas
que la fosfocreatina disminuia rapidamente con la isquemia al sacrificar los
animales por decapitacion y luego someterlos a congelacion. Ellos determinaron
que con la congelacion de animales intactos se perdia menos fosfocreatina. Se
demostré entonces que, al congelar el animal intacto y a continuacion extirpar el
cerebro, los niveles de ATP eran elevados y los niveles de lactato bajos,
concluyendo que la “fijacion” del cerebro tenia un impacto importante en la

interrupcion del metabolismo post mortem.

Schmidt y col. [72] describieron en sus experimentos con ratas que la
irradiacion por microondas del cuerpo entero del animal detenia la actividad de la
acetilcolina esterasa, aumentando los niveles de acetilcolina cuando se utilizaba
dicho método de irradiacion, en comparacion con el método de decapitacion.
Stavinoha y col. [73] describieron resultados similares: la irradiacion por 4 s en rata
y 2 s en raton logrando una temperatura de 80° C interrumpian la actividad de la

acetilcolina esterasa.

Estos estudios fueron seguidos por otros autores en donde ya se describia
interferencia de la potencia de irradiacion [74]. Es entonces cuando se describid
qgue el tiempo y la potencia de focalizacion de las microondas eran factores
importantes para llevar a cabo adecuadamente la técnica, por ejemplo en el caso

de ratas. El tiempo de la irradiacion deberia ser de menos de 2 segundos y la



potencia utilizada entre 2 y 6 kW, y esos parametros experimentales llevarian

rapidamente el tejido a una temperatura de 82° C [75].

Es evidente que los métodos de manipulacion de las muestras de tejido para
su analisis son relevantes y pueden interferir en los resultados. La obtencion,
conservacion y temperatura a la que estan sometidas las muestras pueden ser
determinantes y desencadenar metabolismo post mortem. A ese respecto, aunque
no podamos incidir en dichos factores, por ejemplo en el tiempo de reseccion de la
muestra, si podemos actuar rapidamente inactivando cualquier metabolismo
posterior durante el analisis con el uso de la irradiacion por microondas focalizadas
(FMW) [76].

Actualmente, la FMW se utiliza ampliamente para paralizar los procesos
metabdlicos y, en consecuencia, preservar el metaboloma inicial en las muestras
de tejido. La aplicacion de éste método, que eleva rapidamente la temperatura del
tejido de interés, por ejemplo cerebro, hasta aproximadamente 82° - 85° C en
pocos milisegundos, causa la inactivacion de enzimas relacionas con el
metabolismo post mortem [77]. Por ejemplo, algunos autores afirman que el uso de
FMW inactiva rapidamente las enzimas y previene la descomposicion post mortem
de nucle6tidos de adenina y adenosina, permitiendo mediciones precisas de AMP,
ADP, ATP, adenosina [78] y glucogeno [79] a partir de cerebro de rata. La
irradiacion de FMW también se ha utilizado en nuestro grupo como método de
sacrificio para posterior cuantificacion del contenido de glucosa en modelos
preclinicos de tumores cerebrales de alto grado en secciones de dichos tumores
[80]. Este método de preservacion del metabolismo, no obstante, por razones
obvias no es factible para los tumores cerebrales humanos, aunque es considerado

actualmente uno de los recomendados en modelos preclinicos [77].

En el estudio con técnicas de ERM ex vivo como por ejemplo la adquisicion
de espectros HRMAS, es extremadamente importante prevenir los cambios en el
patron espectral y como consecuencia lograr la obtencion de resultados que
podamos correlacionar correctamente con los obtenidos por ERM in vivo. La figura
1.22 nos muestra la comparacion entre un espectro HRMAS de tejido de cerebro de
un ratén sacrificado por el sistema de fijacion de microondas focalizadas y otro

raton sacrificado por sobredosis de anestesia. En esta figura se muestra la



presencia de la senal de fosfocreatina relacionada con la interrupcion del

metabolismo post mortem solo en el raton sacrificado por FMW.
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Figura 1.22. Espectro HRMAS de un tejido de cerebro de ratén normal, adquirido a 37° C y 9,4T con la
secuencia de pulso y adquisicion y una velocidad de giro de 6 kHz. Espectro obtenido de tejido cerebral de (a)
ratén sacrificado por irradiacién de microondas focalizadas y (b) de un ratén sacrificado por sobredosis de
anestesia. Las diferencias en Cr a 3,93 ppm, PCr a 3,95 ppm y Lac a 1,32 ppm son sefialadas por las flechas y
varian segln el método de sacrificio usado [81].

1.5 Desarrollo de clasificadores de tumores cerebrales para la ayuda al
diagnéstico mediante el analisis de patrones espectrales

Una de las herramientas mas robustas para el diagnostico de tumores
cerebrales, como ya se ha descrito, es la técnica de la resonancia magnética
nuclear, en sus vertientes de estudio anatomico (IRM) y metabdlico (ERM). La ERM
puede adquirirse ademas a altos campos y con excelente resolucion en su
modalidad ex vivo, cuando se dispone de una muestra de tejido en forma de

biopsia.

Sin embargo, aunque algunos profesionales como los radidlogos estan
altamente familiarizados con el manejo e interpretacion de datos de IRM, lo mismo

no se verifica con los datos ERM, que requieren otro tipo de practica y conocimiento
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para su procesado, identificacion y cuantificacion. Para facilitar su uso, una de las
soluciones es disenar sistemas informaticos que son capaces de analizar de
manera reproducible y fiable los datos de ERM con la posibilidad, ademas, de
realizar un proceso de clasificacion automatica basado en el analisis de

reconocimiento de patrones espectrales.

En el caso de los espectros de tumores cerebrales obtenidos por ERM, el
analisis 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 [82]. En ese sentido El-Deredy aporta detallada revision acerca de

la explicacion de las metodologias del reconocimiento de patrones en ERM [83].

El sistema INTERPRET (Decision Support System v3.1.0, DSS)
(http://gabrmn.uab.es/dss/) es un sistema de ayuda al diagnéstico que fue
desarrollado inicialmente durante el proyecto INTERPRET, financiado por la Union
Europea entre los anos 2000 y 2002. El principal objetivo de este proyecto era
desarrollar nuevas metodologias que permitiesen automatizar la clasificacion de
tumores cerebrales humanos utilizando datos de ERM. Este sistema permitiria a
cualquier persona con un conocimiento minimo de ERM, la entrada de datos
adquiridos a 1,5T y su analisis para ayuda al diagnostico de una masa cerebral
anOomala [12,84]. Para su desarrollo se utilizd una las herramientas fundamentales
para el analisis de reconocimiento de patrones, en su caso el analisis discriminante
lineal (LDA linear discriminant analysis). Dicha estrategia de analisis tiene dos
objetivos principales: el descriptivo, que permite discriminar las diferencias entre
los casos de los grupos almacenados en una base de datos interna, y el predictivo,
que permite asignar el espectro de un nuevo caso a una de las categorias
previamente establecidas. La funcion discriminante, en este analisis, intenta
obtener la maxima separacion entre patrones de clases de tumor diferentes y
minimizar la separacion ente patrones pertenecientes al mismo tipo tumoral. Los
resultados se muestran en forma de “espacio latente” (figura 1.23) donde el patron

espectral de cada caso se muestra como un punto de dicho espacio latente.
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Figura 1.23 Pantalla de la DSS v.3.0.1 de INTERPRET donde se muestra un ejemplo de clasificacion de un
espectro de GBM (punto amarillo). En la pantalla de la izquierda se observa el espacio latente de la interfaz con
tres de los tipos tumorales principales de los casos que se obtuvieron en INTERPRET, y con los cuales se
desarrolld el clasificador representado en ese espacio latente. En rojo se representan los glioblastomas, en
blanco los meningiomas, en azul los astrocitomas de bajo grado, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas vy,
finalmente, en amarillo el caso problema. A la derecha, en la parte superior se ve el espectro a TE corto del
caso en estudio y en la parte inferior el espectro de un caso de GBM cercano al caso problema. Las similitudes
son evidentes [84,85].

En resumen, la DSS INTERPRET fue disenada para facilitar la incorporacion
de resultados de analisis de espectros de ERM en el proceso global de diagnéstico
establecido para tumores cerebrales, permitiendo distinguir entre tres grupos
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) [12]. Gracias a este sistema,
los clinicos pueden manejar de manera mas facil y objetiva los datos de ERM, sin
necesidad del aprendizaje bioguimico y fisico necesario para un analisis mediante

el post procesamiento individual de dichos datos de ERM.

Esto tiene el potencial de mejorar el diagnéstico por ERM de una masa de
posible origen maligno [86] incluso antes de que el paciente se someta a la
reseccion quirdrgica, por lo que la evaluacion neuroradiologica es enriquecida con
informacion adicional funcional y metabdlica [12]. El uso extendido de este sistema
permitiria prescindir de la biopsia en algunos casos muy concretos en el que por

razones diversas, esta no fuera posible o recomendable [87].



Por otra parte, la cantidad cada vez mayor de datos biologicos generados
por técnicas de metaboldmica requieren una herramienta que permita la prueba de
hipotesis rapida en estos datos. Esta herramienta proporcionaria varias técnicas
para la reduccion de dimensionalidad de datos (a través de la seleccion de las
variables relevantes, o por medio de extraccion de caracteristicas), clasificacion,

visualizacion, y la evaluacion de los resultados obtenidos [88-90].

Hagberg [91] describié en su revision de estudios experimentales de ERM,
que el estudio de la clasificacion de tumores mediante reconocimiento de patrones
es complejo debido a varias razones, por ejemplo: la complejidad del método de
analisis de la muestra biolégica (estudios in vivo o extractos de tejido in vitro) o
también debido a la diversidad de muestras (tumores humanos o tumores
inducidos en ratones). Sin embargo, ya en esa revision llevada a cabo 15 anos
atras, cuando los métodos de RP no estaban aln tan desarrollados como hoy,
Hagberg concluia que la mayoria de los métodos basados en ERM lograban una
buena clasificacion y puntualizaba que la ERM era un elemento importante en la

rutina clinica.

Investigadores como Metsis y colaboradores [92] estan actualmente
buscando formas eficientes y fiables para el diagnéstico temprano de tipos de
tumores y deteccion de biomarcadores a través de expresion genética y HRMAS.
Estos autores describen que el aprendizaje automatico mediante algoritmos juega
el papel mas importante en los analisis heterogéneos donde se utilizan conjuntos
de datos biomédicos y biolégicos para clasificar los diferentes tipos de tumores

cerebrales.

Con la finalidad de facilitar el desarrollo de clasificadores automaticos
basados en ERM, se desarrolld el software SpectraClassifier (SC)

(http://gabrmn.uab.es/sc) basado en Java [93]. El objetivo principal del SC es

permitir al usuario con un minimo de conocimientos de estadistica realizar un
analisis totalmente automatizado de reconocimiento de patrones siguiendo el
esquema que se muestra en la figura 1.24. En el SC se incorporaron funciones
como la seleccion de caracteristicas por los métodos de principal component
analysis (PCA), Sequential Forward Feature Selection (SFFS), Sequential Backward
Feature Selection (SBSF), que se basan en una blsqueda hill climbing [94] que

utiliza una técnica de mejoramiento iterativo. Comienza a partir de un punto (punto


http://gabrmn.uab.es/sc

actual) en el espacio de blsqueda, donde, si el nuevo punto es mejor se convierte
en punto actual, si no, otro punto vecino es seleccionado y evaluado. El método
termina cuando no hay mejorias, o cuando se alcanza un numero predefinido de
iteraciones. Ademas, el sistema SpectraClassifier genera un espacio latente

bidimensional por medio de la clasificacion del método de LDA.

También estan implementados varios métodos de evaluaciéon como K-fold
cross-validation y leave-one-out. Este Ultimo implica separar los datos de forma que
para cada iteracion tengamos un solo caso como dato de prueba y todo el resto de
casos conformando los datos de entrenamiento donde la evaluacion final viene
dada por el error en la prediccion global de cada uno de los casos que se deje fuera
cada vez. Ademas se ha implementado el bootstrapping [95], método que se usa
frecuentemente para aproximar el sesgo o la varianza de un analisis estadistico, asi
como para construir intervalos de confianza o realizar contrastes de hipotesis sobre
parametros de interés, ya que se trata basicamente de una serie elevada

(tipicamente entre 1.000 y 10.000 veces) de muestreos con reemplazo.

Por otra parte, el sistema cuenta también con la capacidad de generacion de
curvas Receiver Operating Characteristic (ROC) [96] y las matrices de confusion con

calculo de balanced error rate (BER) [97].
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Figura 1.24. Esquema de los pasos que se realizan para el uso del sistema de reconocimiento de patrones
basado en SpectraClassifier. La adquisicion de los datos de ERM (o HRMAS), el pre-procesamiento de dichos
datos y dentro del recuadro con lineas discontinuas se observan los pasos automatizados que realiza el SC.
Figura adaptada de [93].

El SC tiene como objetivo ser una herramienta intuitiva y de uso facil. Tiene
como ventajas permitir al usuario ajustar parametros de entrada como la formacion

de grupos, la definicion de las clases, la seleccion y extraccion de las caracteristicas



relevantes, la eleccion de los métodos de evaluacion y un espacio latente dinamico

que facilita el analisis de los resultados de discriminacion obtenidos (figura 1.25).

Figura 1.25. Diferentes pantallas del SC. A) Diseno del clasificador, B) Explorador de datos, C) Espacio latente
de clasificacion, D) Evaluacion del clasificador (ver también [93] y manual de uso accesible en [98]).

1.6 Estudio de la patologia cerebral en modelos preclinicos.

El estudio de los tumores cerebrales en pacientes humanos representa un
reto constante, dada la imposibilidad, por ejemplo, de realizar biopsias repetidas en
el mismo paciente por motivos éticos y médicos. Ademas, la puesta a punto de
algunos métodos optimizados en esta tesis, como la irradiacion por FMW (seccion
1.4) también requeria un modelo en el que se pudieran obtener muestras repetidas
sin perjuicio para el paciente o su tratamiento. Una de las soluciones planteadas a
éste tipo de problemas es el uso de modelos preclinicos de la patologia, piezas
fundamentales en la investigacion para estudiar y comprender mejor las causas,

diagnostico y tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano.



En la actualidad, el modelo animal mas usado para el estudio de tumores
cerebrales es el raton. Los ratones son animales faciles de manejar, tienen un ciclo
de vida corto y desarrollan tumores en el sistema nervioso central similares a los
encontrados en pacientes humanos [99]. A ese respecto, existen modelos
modificados genéticamente (genetically engineered mice, GEM) que desarrollan el
tumor de manera espontanea [100] y también modelos inducidos por inyeccion
estereotactica de células en el parénquima cerebral. La inyeccion puede ser de
lineas celulares de raton, llevando el nombre de modelos allograft [101], o
realizable con muestras obtenidas de otras especies (por ejemplo: la especie
humana) llamados modelos xenograft, en cuyo caso se utilizan cepas de ratones

desprotegidos inmunolégicamente [102].

Dada su alta incidencia y relevancia clinica, el GBM es una de las patologias
tumorales mas modeladas a nivel preclinico. Un modelo ideal para el estudio del
GBM humano deberia mimetizar las caracteristicas histopatoldgicas, genéticas y de
imagen, asi como ser un modelo reproducible y fiable. Entre ellos se encuentran
los modelos estereotacticos experimentales murinos por inoculacion con células
U251, U86, GL261, C6, 9L y CNS-1 [103]. Una de las lineas celulares mas
utilizadas es la linea GL261 de ratén, inoculada en animales de la cepa singénica
C57BL/6, produciendo tumores que crecen de manera exponencial con
caracteristicas invasivas e infiltrativas parecidas a las de los GBMs humanos [104].
Por otra parte, como ya se ha mencionado, existen otros modelos, por ejemplo
mediante la activacion de oncogenes de manera selectiva por la inyeccion de

vectores lentivirales [105] y manipulacion en ratones transgénicos [106].

Sin embargo, la similitud no es perfecta: los modelos inducidos no
recapitulan exactamente las caracteristicas de angiogénesis e invasividad de los
tumores cerebrales humanos, sobre todo cuando se trata de la evolucién de grados
mas bajos a grados superiores. En este sentido, los 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 evolucion de la enfermedad en
humanos [107,108]) la similitud y podria llegar a ser mejor. 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 [101].



Sin embargo, para los estudios llevados a cabo en esta tesis, nos hemos
concentrado basicamente en el modelo de tumor murino inducido GL261 por su
gran reproducibilidad y facilidad de obtencién. Ademas, queda perfectamente
solucionada la necesidad de contar con tejidos similares a las biopsias humanas

para los estudios de optimizacion planeados.

Finalmente, dada la colaboracion existente entre el GABRMN vy el grupo
RETICS (redes tematicas de investigacion cooperativa en salud) dirigido por el Dr.
Joan Marti (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau), se considerd interesante evaluar
algunas de las metodologias puestas a punto en la tesis con un modelo murino de
isquemia cerebral, dado que algunos de los cambios esperables en el patrén
metabdlico del tejido cerebral presentan similitudes con los cambios que se
producen en tumores [109] y los resultados que se pudieran obtener podrian ser

por tanto de interés conjunto en las dos patologias investigadas.

Para el modelo preclinico de isquemia, la seleccion del modelo tiene en
cuenta normalmente, entre otros factores, el modo de isquemia permanente o
transitorio que se pretende, en funcion del objetivo de los estudios a realizar;
también se tiene en cuenta la duracion del estudio y la posible aplicacion de
terapia. Las cepas de rata mas apropiadas para este tipo de estudios son la cepa
Wistar y la cepa Sprague Dawley (SD) [110]. Asimismo, los modelos mas usados
para la isquemia cerebral focal en ratas son: el modelo de la oclusion de la arteria
media, el modelo de la oclusion tromboembdlica de la arteria media cerebral, el

modelo endotelino y el modelo de fototrombosis [111].
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2. OBJETIVOS



TR




1. Optimizar el método de sacrificio por irradiacion de microondas focalizadas
(FMW) en modelos preclinicos (rata y raton) de patologia cerebral para la
preservacion y fijacion de su patron metabdlico detectable por HRMAS.

2. Aplicacion de la fijacion mediante FMW a la preservacion del patron
metabdlico en biopsias de tumores cerebrales humanos obtenidas por
reseccion quirlrgica.

3. Optimizacion del desarrollo de clasificadores para reconocimiento de tipos y
subtipos de tumor cerebral basados en el reconocimiento de patrones de

biopsias estudiadas por HRMAS.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Animalesy lineas celulares investigadas

Los animales utilizados para este estudio fueron ratones de la cepa
C57BL/6 y ratas OFA Sprague - Dawley (Charles River Laboratories International,
L’Arbresle, France), estabulados en el animalario de nuestra institucion (Servei
d “Estabulari, Universitat Autonoma de Barcelona). Todos los estudios llevados a
cabo fueron previamente aprobados por el Comité de Etica en Experimentacion
Animal y Humana (CEEAH) de la UAB de acuerdo con la legislacion local y estatal
(CEEAH 1788, CEEAH 1378, CEEAH 1023, DMAH 5620).

Las células de glioma murino GL261 se obtuvieron del Tumor Bank
Repository, del National Cancer Institute-Frederick, MD, EE.UU. Estas células fueron
previamente caracterizadas por nuestro grupo [112,80] y escogidas como modelo
por poseer un comportamiento altamente reproducible en la generacion de gliomas
de alto grado (grado IV, GBM) [104] (ver seccion 3.2).

El cultivo de dichas células se llevdo a cabo en colaboracion con otros
miembros del GABRMN. Se utilizaron frascos de 75 cm?2 (Nunc, LabClinics SA,
Barcelona) utilizando medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
suplementado con 2,0 g/I de bicarbonato de sodio, 0,285 g/L de Glutamina, 1% de
penicilina-estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich, Madrid) y fue suplementado
también con 10% de suero fetal bovino (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) fue de 7 dias a partir del
momento del subcultivo. EI cambio de medio se establecié en los dias 3y 5 de
cultivo. Las células se cultivaron a 37° C en una atmosfera estéril con un 5% de CO2
y humedad del 95% en un incubador (HeraCell, 150i, Thermo Scientific). En el
momento del subcultivo, el medio se eliminaba 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 anadian 2ml de tripsina-EDTA (0,5 g/L y 0,2 g/L
respectivamente) (Sigma, Madrid) para desprender las células de las paredes del
frasco y estas se resuspendian en 8 ml de medio RPMI (10ml de volumen total de
resuspension). Una alicuota de dicha resuspension se sembraba en el nuevo frasco

(7 x105 células aproximadamente).



3.2 Generacion de tumores cerebrales en raton

Un total de 105 células de la linea GL261 (resuspendidas en 4ul de medio
de cultivo, obtenidas en el subcultivo descrito en 3.1) fueron utilizadas en cada

animal para la generacion de los tumores.

Las células fueron inyectadas utilizando un sistema estereotactico de
inyeccion, fijando el sitio de administracion en el estriado (figura 3.1). Este proceso
consistié en los siguientes pasos: 15 minutos antes de realizar el proceso de
implantacion, se les administr6 analgesia a los animales (hembras C57BL/6) por
inyeccion subcutanea: Meloxicam (1,0 mg/Kg) (Boehringer Ingelheim Espana, S.A.).
A continuacion, los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina
(Parke-Davis S.L., Madrid) y xilazina (Carlier, Barcelona Espana) a 80 y 10 mg/Kg
respectivamente, administradas intraperitonealmente. Dichos animales fueron
inmovilizados en un sistema estereotactico (Kopf Instruments, Tujunga/CA, USA) y
se les realizd una perforacion en el craneo de 1 mm de didametro 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. EI volumen total (4 ul) se inyectd con una jeringa
Hamilton de 26G (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana), utilizando un inyector digital
(Harvard Apparatus, Holliston/MA, USA) a una velocidad de 2 ul por minuto, y a una
profundidad de 3,35 mm desde la superficie del craneo. Para finalizar el proceso,
los animales fueron suturados con seda del calibre 5/0 (Braun, Barcelona, Espana)
y permanecieron a una temperatura aproximada de unos 25° C durante su
recuperacion de la anestesia. Una vez despiertos, se les administré Buprenorfina
(Schering-Plough, Madrid, Espana) 0,05 mg/kg por via subcutanea como
analgésico y durante 2 dias tras la operacion se les administr6 Meloxicam cada
24h (1,0 mg/Kg).



Figura 3.1 Izquierda: imagen general del sistema estereotactico de inyeccién utilizado para inocular células
GL261 en el estriado de los ratones C57BL/6. Derecha: ampliacion del craneo de un animal durante el proceso
de implantacion.

3.3 Métodos de sacrificio utilizados

3.3.1 Método de sacrificio por sobredosis de anestesia

En este protocolo, l1os animales utilizados en los diferentes estudios
(ratones y ratas), se sacrificaron por sobredosis de anestesia con pentobarbital a
una concentracion de 60mg/ml. La cantidad utilizada en cada caso varié segun el
peso del animal (50mg/kg para ratén y 200mg/kg para rata). Se peso cada uno de
los animales, se les coloc6 en posicion de decubito supino y se les inyectd la dosis
calculada en la cavidad peritoneal con un angulo de 45° para evitar danar los
organos internos. Pasados unos minutos y después de confirmar su muerte
mediante comprobacion de pulso y respiracion, se procedié a la extirpacion del
cerebro y congelacion inmediata en N2z liquido (5 + 1 min) manteniéndose en esas

condiciones hasta su analisis.
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3.3.2 Método de sacrificio por irradiacion con microondas focalizadas
(FMW)

El proceso de irradiacion por microondas focalizadas se llevé a cabo con el
aparato Muromachi microwave fixation system b5kw, modelo TMW -6402C,
Muromachi, Kikai Co. LTD. Tokyo (figura 3.2A) que se encuentra en el Servicio de
Resonancia Magnética Nuclear (SeRMN) de la UAB, siguiendo las especificaciones

del fabricante, descritas a continuacion.

Figura 3.2 A) Aparato de microondas focalizadas Muromachi microwave fixation system Skw. B) Bafo de agua
recirculante HAAKE DC10-K15. C) Water - Jacketed mouse holder, Muromachi, Kikai Co. LDT. Tokyo. D)
Colocacion del soporte “C” dentro de la cdmara de irradiacion.

La utilizacion correcta del FMW para la irradiacion de animales o muestras

conlleva una serie de pasos que se describen a continuacion:

= Puesta en marcha del bano de agua recirculante que evita el
sobrecalentamiento del aparato 60 minutos antes de la irradiacion (figura
3.2B).
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= Preparacion del soporte para raton o rata segln la necesidad, vigilando para
evitar la formacion de burbujas, para lograr una irradiacion homogénea
(figura 3.2C).

» Anestesia del animal a sacrificar por inhalacion de isoflurano en oxigeno 1,5
- 2,5 %.

= Posicionamiento del animal anestesiado (0 muestras a irradiar) en el
soporte de insercion de éste en la camara de irradiacion (figura 3.2D),
respetando la distancia establecida entre éste y la compuerta.

» [rradiacion con microondas focalizadas 5Kw durante 1,2 segundos (en el

caso de animales como rata y raton).

3.4 Fijacion de biopsias de tejido cerebral o tumoral (humano y raton)
por FMW

Las biopsias (ver también seccion 3.5) utilizadas en este estudio (peso
promedio de 20 + 5 mg) se dejaron descongelar lentamente dentro de una caja de
Petri sobre hielo, controlando su temperatura mediante un termémetro - sonda
(TES Electrical Electronic Corp). Al alcanzar los O° C, se colocaron dentro de un tubo
criogénico que se tapd de manera incompleta para permitir el escape del vapor de
agua generado a partir del aumento de temperatura debido a la irradiacion.
Posteriormente, el tubo criogénico que contenia la biopsia se introdujo a su vez en
el accesorio para la irradiacion de raton con microondas focalizadas (figura 3.2C).
Inmediatamente, se procedidé a la irradiacion por FMW (5 kW durante 2,6 s),
teniendo en cuenta la posicion correcta de la biopsia para su irradiacion focalizada
dentro del tubo criogénico (figura 3.3). El aparato y accesorio de irradiacion por
microondas focalizadas estan optimizados para el tamano de un raton y esto debe
ser tenido en cuenta para una correcta y homogénea irradiacion en el caso de una
biopsia mucho mas pequena (figura 3.3). Después de la irradiacion, el tubo
criogénico con la muestra dentro fue almacenado en nitrogeno liquido para futuros

analisis.



Figura 3.3 Esquema del posicionamiento correcto de la biopsia dentro del tubo criogénico (a), éste a su vez
dentro del accesorio de raton para microondas focalizadas (b). El tubo criogénico se mantuvo en su posicién
correcta dentro del soporte mediante el uso de un fragmento de cinta adhesiva (c).

3.5 Obtencion y almacenamiento de muestras

3.5.1 Biopsias de tumores cerebrales humanos

Para este trabajo se utilizaron biopsias de tumores cerebrales humanos
provenientes del Hospital Universitari de Bellvitge, en colaboracion con el equipo de
neurocirugia (Dr. Juan José Acebes) de dicho hospital (ver detalle de recogida y
almacenamiento de biopsias en anexo 3 y consentimiento informado en el anexo
4).

Previamente a la recogida de las biopsias, los pacientes dieron su
consentimiento expreso mediante un documento de consentimiento informado (ver
documento tipo en anexo 4) que fue aprobado por el Comité Etico del Hospital
Universitari de Bellvitge. Las muestras se obtuvieron por craneotomia y fueron
recogidas por los neurocirujanos y congeladas en N2 liquido por el personal del
hospital en un plazo maximo de 5 minutos, en un contenedor situado en la misma
zona de quirdfano. El transporte de las muestras hacia la UAB se hizo en pequenos
contenedores de N2 liquido (Labsystems Taylor-Wharton). Llegados al GABRMN, las
biopsias fueron almacenadas en contenedores de N2 liquido (35VHC Labsystems
Taylor-Wharton) permaneciendo en dichas condiciones hasta el momento de su uso

(p.e. seccion 3.4).



3.5.2 Muestras de tejido cerebral de rata

Un total de 6 ratas (cepa OFA Sprague-Dawley) machos de 8 semanas de
edad, con un peso promedio de 294,3 + 33,3 g fueron utilizadas con la finalidad de
estudiar por HRMAS los cambios metabdlicos producidos tras un episodio de
infarto provocado por obstrucciéon de la arteria cerebral media [113]. Dicho
protocolo se llevd a cabo dentro de la colaboracion con el grupo Unitat de Malalties
Vasculars Cerebrals dirigido por el Dr. Joan Marti (Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau). Tras la evaluacion del infarto utilizando técnicas de IRM y ERM (resultados no
descritos en esta Tesis obtenidos por Elena Jiménez), tres de éstos animales fueron
sacrificados por FMW (seccion 3.3.2), mientras los tres restantes fueron
sacrificados por sobredosis de anestesia (seccion 3.3.1). Los cerebros fueron

reseccionados y almacenados en N2 liquido para futuros analisis por HRMAS.

3.5.3 Muestras de tejido cerebral de raton.

3.5.3.1 Evaluacion de la influencia del método de sacrificio (irradiacion por
microondas focalizadas o sobredosis de anestesia), estudiado por espectroscopia

HRMAS en el patron espectral de cerebro de ratén

Para este estudio se utilizaron 6 ratones C57BL/6, hembras de 12 semanas
de edad con un peso promedio de 23,6 + 3,8 gramos. Tres de ellos fueron
sacrificados por sobredosis de anestesia y los otros tres restantes se sacrificaron
por FMW. Inmediatamente después, en ambos casos, se extirpd el cerebro, se
congeld y almacend en N2 liquido en un intervalo aproximado de 5 + 1 min, para

futuros analisis por HRMAS.

3.5.3.2 Evaluacion de la Influencia del método de sacrificio  (irradiacion por
microondas focalizadas o sobredosis de anestesia) en el patron espectral de

tumores GL261 estudiado por espectrocopia HRMAS

En este estudio, se utilizaron un total de 6 hembras C57BL/6 de 12

semanas de edad con peso de 20,5 + 2,6 gramos. Después de la inoculacién con



células GL261 de glioma murino (seccion 3.2), aproximadamente a los 10 + 3 dias
post-inyeccion los animales fueron explorados por IRM para comprobar la
presencia y tamano estandar del tumor. A continuacion, 3 de estos animales se
sacrificaron por sobredosis de anestesia, siendo el tumor extirpado y congelado
inmediatamente en N2 liquido (5 + 1 min) para después ser irradiado (seccion 3.4).
A consecuencia de ello, se establecieron dos grupos: en uno de los grupos el tumor
fue irradiado por microondas focalizadas (sacrificio_Sobredosis n = 3) después del
sacrificio de los ratones por sobredosis de anestesia (el grupo con n = 3 arriba
mencionado) y en otro grupo los ratones fueron sacrificados directamente por FMW
(sacrificio_FMW n = 3).

Tanto las muestras del grupo FMW con las del N-FMW se estudiaron por
HRMAS (seccion 3.6).

3.5.3.3 Evaluacién de la influencia de la irradiacién por FMW en la minimizacion de
los cambios en el patron espectral de tumores GL261 durante experimentos de
HRMAS a 37°C

Se emplearon un total de 12 hembras C57BL/6 de 12 semanas de edad
con pesos promedio de 20,5 + 2,6 gramos. Después de la inoculacion con células
GL261 de glioma murino (seccion 3.2), aproximadamente a los 10 + 3 dias post-
inyeccion los animales fueron explorados por IRM para comprobar la presencia y
tamano estandar del tumor. A continuacion se sacrificaron los ratones por
sobredosis de anestesia, siendo el tumor extirpado y congelado inmediatamente
en N2 liquido (5 + 1 min). Se establecieron dos grupos de animales: en uno de los
grupos el tumor fue irradiado por microondas focalizadas (FMW n = 6) y en el otro,

los tumores no fueron irradiados (N-FMW n = 6).

3.6 Espectroscopia high resolution magic angle spinning (HRMAS)

3.6.1 Preparacion de muestras y equipo utilizado

Las muestras a analizar fueron fragmentadas (aln en estado congelado)

para que su tamano fuese compatible con el rotor de HRMAS tipo BL4 ZrO2 de



zirconio (Cortecnet, France), que tiene una capacidad de volumen de muestra de
50 pul y 4mm de diametro (ver figura 3.4). Dicha fragmentacion se llevd a cabo
dentro de un mortero con la base sumergida en nitrogeno liquido para mantener la

temperatura de congelacion.

Espaciador

Tornillo

e ————

Figura 3.4 Esquema (izquierda) y fotos del rotor de HRMAS BL4 ZrO2 y sus accesorios (derecha) para el analisis
de muestras por espectroscopia de HRMAS. (A) embudo para cargar la muestra en el rotor ; (B) desenroscador
de la tapa del rotor mostrado en F- |; (C) empaquetador de la muestra en el rotor; (D) destornillador para rotor
MAS; (E) tornillo cilindrico para el cabezal; (F-I) de izquierda a derecha: rotor BL4 ZrO2, espaciador, tornillo y
tapa Kel-F(Kellogg and Fluoropolymer).

)

Una vez introducida la muestra en el rotor con las herramientas mostradas
en la figura 3.4, se anadieron 10,0 + 0,5 pul de agua deuterada (D20 99,97% de
Euriso-top, France) en solucién salina (0,15 M NaCl) fria, para permitir el “lock” en
el analisis de espectrocopia HRMAS. El rotor fue ensamblado de la forma estandar,

con el espaciador, tornillo y tapa.

La obtencion de los espectros se llevo a cabo en dos equipos distintos segln
la muestra en estudio: un equipo AV400 con una consola Avancell y una sonda
HRMAS 1H/-13C/31P (Bruker Espanola S.A., Madrid, Spain) operando a 9,4T (400
MHz), que se encuentra en el SeRMN de la UAB y un equipo con una sonda HRMAS
(MASHR H8812/0007) 1H/13C operando a 11,7 T (500 MHz) que se encuentra en

el Parc Cientific de Barcelona (PCB).
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3.6.2 Ajuste del angulo magico y calibracion de la temperatura de la
muestra en el rotor

Angulo Magico

En la técnica de HRMAS, el ajuste del angulo magico es importante para
obtener el tipo de espectro que se espera, con la minimizacion de las interacciones
dipolares (ver seccion 1.2.2.1). La frecuencia de resonancia de 7°Br es muy
cercana a la frecuencia de resonancia de 13C, de modo que una ligera re-
sintonizacion del circuito de radiofrecuencia permite detectar su senal con sondas
pre-sintonizadas en principio para ndcleos de 13C. Asi, el uso de KBr solido permite
la obtencion de una senal con alta sensibilidad debido a que el 7°Br en el KBr tiene
un T1 muy corto, lo que permite repetir la excitacion rapidamente y por lo tanto un
ajuste 6ptimo del angulo al cual se obtienen espectros adecuados. Basicamente, se
lleva a cabo una secuencia de adquisicién pulsando rapidamente con un tiempo de
repeticion muy corto (30 ms), y los ajustes del angulo magico del rotor se
comprueban directamente sobre la los espectros obtenida en este experimento. La
figura 3.5 muestra un ejemplo del ajuste del angulo magico con la comparacion de
varios espectros obtenidos en el proceso de ajuste del angulo hasta llegar al

optimo.

muestra alejada

del angulo magico
muestra alineada
al angulo magico

muestra cercana
al angulo magico '

120 80 40 o 4 80 120

d,/ppm

Figura 3.5 Comparacion de varios espectros obtenidos en el proceso de ajuste del dngulo hasta llegar al 6ptimo
(en negro) con la altura de la resonancia central maximizada (ver también figuras 4.1y 4.2 de resultados).
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Temperatura

La temperatura de la muestra es un factor importante en este tipo de
estudio porque puede producir cambios en el estado fisico de algunas estructuras
del tejido. Ademas, contribuye al llamado “ruido térmico” (debido al movimiento
browniano), ademas de poder ser responsable de cambios metabdlicos producidos
en la muestra como por ejemplo, degradaciones de metabolitos concretos debido a
reacciones enzimaticas de velocidad dependiente de la temperatura. Entre el
sensor de temperatura de la sonda HRMAS y la temperatura real interna de la
muestra hay una cierta diferencia. Por lo tanto, la medicion por parte del sensor no
es exacta y dicha diferencia debe tenerse en cuenta para poder efectuar la
compensacion necesaria. El propio movimiento de giro de la muestra produce un
ligero aumento de la temperatura en relacion al valor que establecemos en la
sonda y esto debe ser tenido en consideracion. Para calibrar primero, y compensar
después esta diferencia se utilizaron sustancias estandar (metanol y etilenglicol)
[114], y se midio la distancia entre las senales de los grupos hidroxilo y carboxilo de
metanol o etilenglicol a diferentes temperaturas segun el controlador del
espectrometro. Tras efectuar éstas medidas, se aplico la ecuacion 3.1 (etilenglicol)
o la ecuacion 3.2 (metanol) [114], para calcular la temperatura real de la muestra

estandar dentro del rotor de HRMAS a las condiciones de giro de interés.

T(K) =-101,24 (Ad) + 466,4 Ecuacién 3.1. Calibracién de la temperatura para etilenglicol

T(K) =—114,83 (A6) + 471,85 Ecuacion 3.2. Calibracién de la temperatura para metanol

Dénde:

T= Temperatura de la muestra en grados Kelvin

A6 = Diferencia en ppm, entre los singletes CH3

(metanol)/CH2(etilenglicol) y el grupo funcional OH



Muestras utilizadas:

Muestra 1: 100% etilenglicol, para un rango de temperatura entre 300 y

320 K (equivalente al rango entre 27°Cy 47°C)

Muestra 2: 4% de metanol en agua deuterada para un rango de

temperatura entre 273 y 301 K (equivalente al rango entre 0°Cy 28°C)

3.6.3 Parametros de adquisicion de espectros HRMAS de biopsias

Velocidad de giro: 3000 Hz en el espectrometro de 400 MHz y 4000
Hz en el espectrometro de 500 MHz.

Ventana espectral: 10 ppm

Resolucion: 16 K puntos (8 K reales).

Tiempo de reciclaje (TR) total: 4,04 s (2,04 s de tiempo de
adquisicion y 2 s adicionales).

Temperatura de la muestra: 37°C o 2°C (segln el experimento).
NUumero de adquisiciones: 256 en la mayoria de los casos. En los
experimentos del estudio de minimizacion de cambios en el patrén
espectral, el nimero de adquisiciones oscildé entre 16 (2 min de
tiempo total de adquisicion) y 512 (34 min de tiempo total de
adquisicion) en el caso de los experimentos para detectar las
variaciones a lo largo del tiempo.

Ajuste de la homogeneidad de campo magnético: El shim se ajusto
hasta que se detectd con nitidez los dobletes de Ala o Lac. Para el
doblete de alanina (Ala) y/o lactato (Lac), la subdivision debida al
acoplamiento escalar debia llegar a por lo menos un 80% de la altura
maxima de los picos del doblete y fue medido de manera manual en

todos los espectros adquiridos.

Las secuencias utilizadas fueron: pulso y adquisicion y espin eco a tiempo

de eco largo (136ms). Para detalles acerca de los parametros especificos de cada

secuencia, consultar el anexo 5.



3.6.4 Parametros de adquisicion para los estudios in vivo

Los estudios in vivo de ratones con tumores GL261 y ratas con infarto se
llevaron a cabo en un iman horizontal de 7T (BioSpec 70/30, Bruker BioSpin,
Ettlingen, Alemania) instalado en el SeRMN de la UAB, equipado con gradientes
(bobina de gradientes B-GA12 insertada en un sistema de gradientes B-GA20S) y
una sonda de recepcion de superficie en cuadratura, desacoplada activamente de

una sonda de emision 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 elevadas para
la homogeneizacion del campo magnético sobre la muestra, que pueden alcanzar
los 240 Hz/cm2/A.

Raton

Los animales fueron colocados en una plataforma adecuada para el escaner
y anestesiados con isoflurano 0,5-1,5% (IsoVet, Braun) en 02 (Carburos Metalicos,
Espana), de manera que su patron respiratorio se mantuvo 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 bano de agua recirculante conectado a
la plataforma para animales. Las imagenes para comprobar el crecimiento y
evolucion del tumor se adquirieron en el plano coronal ponderadas en Tz
(TR/TEeff= 4200/36ms).

Rata

Las ratas se anestesiaron en una caja de induccion con una dosis del 4% de
Isofluorano en oxigeno y, una vez introducidas en el escaner en el soporte
correspondiente, se adquirieron imagenes en los 3 planos: coronal, sagital y axial
ponderadas en T2 (TR/TEeff= 4200/36ms). Estas imagenes nos proporcionaron
informacién sobre el tejido cerebral de la zona que después seria utilizada en los

estudios posteriores de HRMAS.



3.6.5 Procesamiento de los espectros de HRMAS adquiridos

El procesamiento de los datos se llevd a cabo con el software TopSpin 1.3
(Bruker Daltonik, Gmbh) y MestreNova 5.2. (Universidad de Santiago de

Compostela, Espana).

Una vez adquiridos los espectros en el dominio del tiempo (FIDs), se aplico
la transformada de Fourier, seguida de una correccion de fase de orden cero y uno.
A continuacion, se hizo el ajuste de la linea de base y por ultimo, se hizo la
calibracion del espectro tomando como referencia la senal de Cr a 3,030 ppm.
Realizados éstos ajustes, los espectros se exportaron en el formato ASCII para su

posterior post procesado en la region de interés entre 0,5 - 4,5 ppm.

La normalizacion de las alturas en la region mencionada fue llevada a cabo
utilizando la estrategia unit length (UL2) (ecuacion 3.3) donde x es cada punto
individual del vector espectral en el rango de interés considerado en nuestro caso

(0,5 - 4,5 ppm) y x” es el punto normalizado.

X

d

X = \/F Ecuacién 3.3. Normalizacién a unit lenght (UL2)
X

A continuacion, se calcularon los espectros promedio de las diferentes
clases y o condiciones experimentales. Se calculdé el promedio y la desviacion
estandar para cada punto de cada clase y se grafico representando los nuevos
datos normalizados. Tanto la normalizacion como el calculo de espectros promedio
se llevaron a cabo con modulos de software desarrollados previamente en el
GABRMN con el programa R2.9.1 [115].



3.7 Evaluacion histopatologica de muestras después de su analisis por

espectroscopia HRMAS

Se fijaron las muestras sometidas a estudio por HRMAS durante un periodo
de entre 6 y 24 horas en 20 volimenes de formaldehido al 4% tamponado a pH =
7, a temperatura ambiente. Las muestras fijadas se incluyeron posteriormente en
parafina y de cada una se hicieron entre 5 y 6 cortes de 5 micras de espesor que
se tineron con hematoxilina-eosina. Finalmente, se observaron al microscopio

optico. De cada muestra se intentaron evaluar tres parametros:

e Porcentaje de tejido necrético
e Porcentaje de células tumorales

e Tipoy grado tumoral

Estos analisis se llevaron a cabo en colaboracion con el Dr. Marti Pumarola
de la Unidad de Patologia Murina del Centre de Biotecnologia Animal i Terapia
Génica (CBATEG) de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Para los estudios donde se utilizaron biopsias de tumores cerebrales
humanos provenientes del Hospital Universitari de Bellvitge, se accedi6 al
diagnostico histopatologico original de cada paciente en la base de datos del
hospital en colaboracion con el Dr. Alejando Fernandez Coello. Las laminas
histopatoldgicas para el analisis post HRMAS se obtuvieron en el servicio de

anatomia patol6gica en colaboracion con la Dra. Susana Boluda.

3.8 Microscopia electronica de muestras después de su analisis por

espectrocopia HRMAS

Las muestras para el estudio de la influencia del método de irradiacion por
microondas focalizadas en el patron espectral de tumor murino GL261 por

espectrocopia HRMAS (seccion 3.5.3.2) fueron analizadas por microscopia



electronica. Se fijaron 24 horas en paraformaldehido al 2% y glutaraldehido al
2,5%. Después se fijaron quimicamente con tetroxido de osmio 1% mas Ka(Fe(CN)s)
al 0,08% y se llevo a cabo una deshidratacion con acetona a baja temperatura. Por

Gltimo, se obtuvieron cortes semi finos (1um) con un ultramicrétomo Leica EM UC7.

El microscopio electronico utilizado en microscopia electronica de
transmision fue un El JEM-1400 de 120 kV de alto rendimiento y contraste (Servei
del Microscopia de la UAB).

3.9 Andlisis estadistico de los datos

El calculo de significacion estadistica que se realiz6 para el estudio de la
influencia del FMW en el patron espectral de tejido cerebral de raton fue el test t-
Student, haciendo una comparacion entre métodos de sacrificio (sobredosis de
anestesia vs. FMW) usando como variables las alturas normalizadas de distintos

metabolitos en los espectros.

Para el estudio sobre la minimizacion de los cambios en el patrén espectral
mediante FMW, durante experimentos a 379 C se llevo a cabo el test Unianova con
la finalidad de evaluar las diferencias entre los grupos de muestras irradiadas y no
irradiadas y los cambios observados a lo largo del tiempo. Asi, se aplicé un modelo
lineal general a las senales (alturas normalizadas) de los metabolitos de interés en

los espectros.

Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el programa SPSS
17 (SPSS, Chicago, IL, USA) y el nivel de significacion se fijo en p < 0,05 y

tendencia a significacion en el rango de 0,1< p < 0,05.



3.10 Analisis de los espectros de HRMAS mediante metodologias de

reconocimiento de patrones

Los clasificadores para distinguir entre los casos de Gliobastoma Multiforme
(GBM) y Meningioma (M) fueron desarrollados con el programa SpectraClassifier

v.3.0.09 [93] (http://gabrmn.uab.es/sc). Los espectros adquiridos a diferentes

temperaturas y secuencias de adquisicion se utilizaron para generar los distintos
clasificadores. El rango espectral utilizado como input para los espectros HRMAS
fue de 4,5 ppm a 0,5 ppm. Ademas, se llevd a cabo una correcta referenciacion a la
resonancia de la Cr (N-CHsz) a 3,030 ppm para evitar artefactos al realizar la

seleccion de variables y calculo del clasificador.

Seleccion de variables

Para cada uno de los clasificadores se seleccion6 entre 2 y 100 variables
como primer paso para encontrar el nimero 6ptimo de éstas. Se debe tener en
cuenta la recomendacion de que el nimero de variables no deberia superar el valor
de un tercio del nimero de casos del grupo mas pequeno, para evitar un
sobreentrenamiento [116]. Este consiste en la posibilidad de producir un error
aleatorio porque el criterio utilizado para entrenar el modelo no es el mismo que el
criterio utilizado para juzgar la eficacia del éste. Se entrena un modelo tipicamente
mediante la maximizacion de su rendimiento en un conjunto de datos de
entrenamiento. Sin embargo, su eficacia no esta determinada por su desempeno
en los datos de entrenamiento, sino por su capacidad para desempenarse bien en

los datos de testeo, y la correcta seleccion de variables contribuiria a ello.

Las variables corresponden a caracteristicas espectrales (alturas
normalizadas) seleccionadas mediante el método SFFS, o bien un conjunto de

variables correlacionadas, que corresponderia al método de seleccion PCA.


http://gabrmn.uab.es/sc

Generacion de los clasificadores

Tras seleccionar las variables que producian el mejor resultado posible, se
genero6 un clasificador utilizando el método de LDA. La proyeccion de las variables
canonicas derivadas del LDA definid un espacio latente bidimensional donde se

representaban simultaneamente los casos de entrenamiento y de testeo.

Evaluacion de los clasificadores

Los primeros clasificadores se realizaron con el objetivo de comprobar la
reproducibilidad de estudios previos llevados a cabo en el grupo. Se desarrollaron
mediante el programa SpectraClassifier y se evaluaron inicialmente con el método
LOO; después de ello, todos los clasificadores fueron también evaluados por el
método de bootstrapping [95] con 1000 repeticiones. Ademas, se generd una
matriz de confusion (figura 3.6) y se calculé el BER para el grupo de testeo,
definido por el promedio de error obtenido en cada clase o grupo (ecuacion 3.4)
siguiendo lo descrito en [97]. Estos parametros sirvieron para evaluar las

caracteristicas descriptivas y predictivas de cada clasificador.

Prediccion
Clase A Clase B
Clase A a b
Real Clase B c d

Figura 3.6. Ejemplo de una matriz de confusién donde a, b, ¢ y d representan el niimero de ejemplos que se
hallan en cada resultado de la combinacién entre clase verdadera y clase predicha (a,b,c,d) por el clasificador.



c
( o d))) Ecuacion 3.4. Balanced error rate (BER)

BER = 0,5 X (((aib)) +

Siendo a, b, c y d, el nUmero de casos de cada clase predichos en la matriz

de confusién de la figura 3.6.

Otro método de evaluacion de los clasificadores fue el analisis de curvas
ROC. Para cada grupo de entrenamiento y cada clasificador, se analizaron las tasas
de verdaderos positivos versus falsos positivos, que se han transformado en
valores de area bajo la curva. Sin embargo, el parametro que mas peso tuvo en la
optimizacion del clasificador fue el BER, calculado para el conjunto de testeo

independiente.

El tiempo utilizado en el desarrollo de cada clasificador, utilizando un
ordenador con 2,33 GHz de CPU (unidad central de procesamiento) y 8 GB
(gigabytes) de RAM (random access memory), fue de 30 minutos para el método
de seleccion de variables PCA y 48 horas para el método de seleccion de variables
SFFS. El analisis por LDA y la generacion del espacio latente representando los
grupos de entrenamiento y de testeo requirid6 mucho menos tiempo (alrededor de 1

min).

3.10.1 Control de calidad para la seleccion de los espectros a utilizar

en el desarrollo de clasificadores

Los datos espectrales utilizados para desarrollar los clasificadores mediante
SpectraClassifier se sometieron a un control de calidad con el objetivo de obtener
un clasificador lo mas robusto posible, ademas de proceder a la eliminacion de
casos con posibles artefactos o mala homogeneidad. No obstante, a lo largo del
desarrollo de esta tesis se realizaron clasificadores con ambos tipos de datos (cony

sin control de calidad previo). Para mas detalles ver la seccion de resultados.

Para llevar a cabo dicho control de calidad, todos los espectros se

procesaron como se describid en la seccion 3.6.5. A continuacion, se comproboé la



calibracion por la senal de creatina a 3,030 ppm, se represento la zona de interés,
entre 0,5y 4,5 ppm y se calculd la relacion senal ruido (SNR signal-to-noise ratio)
automaticamente con el programa topspin utilizando la senal de Cr para definir
“senal”, y la zona de 2,75 - 2,88 ppm para definir “ruido”. Los expertos
espectroscopistas (C.A., 35 anos de experiencia en espectroscopia de RMN de
biomoléculas biologicas, y A.P.C., 13 anos de experiencia en espectroscopia de
RMN con el grupo GABRMN) tuvieron acceso a estos espectros impresos y los
valoraron de manera independiente como aceptables o no aceptables de manera
visual (ausencia de artefactos, homogeneidad aceptable). En caso de discrepancia,
se volvieron a revisar de manera conjunta hasta consenso para su aceptacion o

descarte.

Una vez realizado el control de calidad, los espectros considerados
aceptables fueron utilizados como input para el desarrollo de clasificadores con el

programa SpectraClassifier.

3.10.2 Desarrollo de los clasificadores

Se desarrollaron distintos clasificadores seglin el objetivo y las muestras
accesibles para ello. Las tablas 3.1 a 3.4 contienen el nimero de casos utilizados

en cada clasificador.

Clasificadores utilizando casos de biopsias de tumores cerebrales humanos
adquiridos a 11,7T

Estudio 1: comprobar la capacidad discriminante del programa

SpectraClassifier desarrollado en el GABRMN.

- Reproducibilidad mediante el programa SpectraClassifier de estudios

previos llevados a cabo en el grupo [117]



Conjunto Glioblastomas Meningiomas

Entrenamiento 10 10

Testeo 4 3

Tabla 3.1. Nimero de casos incluidos en el desarrollo del clasificador de reproducibilidad, mediante el
programa SpectraClassifier, de estudios previos en el grupo.

La temperatura de adquisicion de los espectros HRMAS fue de 2° C y la
secuencia utilizada fue la de pulso y adquisicion. EI método para la seleccion de
variables fue el de analisis de componentes principales (PCA) y el método de

evaluacion en el conjunto de entrenamiento fue el LOO.

Evaluacion del efecto de la temperatura y la secuencia de adquisicion
en la robustez de clasificadores desarrollados mediante el

SpectraClassifier

Estudio 2: comprobar los posibles efectos discriminatorios de diferentes
temperaturas y secuencias de adquisicion, asi como el del aumento en la poblacion

de casos de entrenamiento.

* Pulso y adquisicion 2° C
* Pulso y adquisicion 37°C
* Espineco2°C

* Espineco37°C

Conjunto Glioblastomas Meningiomas

Entrenamiento

Testeo 16 9

Tabla 3.2. Nimero de casos incluidos en el proceso de obtencion de clasificadores desarrollados con distintas
temperaturas y secuencias de adquisicion.



El método de seleccion de variables fue el SFFS y el método de evaluacion
para la bondad de los clasificadores obtenidos con el conjunto de entrenamiento
fue el bootstrapping, mientras que para el conjunto de testeo el método de

validacion fue el BER.

Evaluacion del efecto de la temperatura y la secuencia de adquisicion
en la robustez de clasificadores desarrollados después de llevar a cabo

el analisis histopatolégico post HRMAS y el control de calidad espectral

Estudio 3: comprobar los posibles efectos discriminantes cuando se llevd a
cabo una validacion previa de los casos mediante diagnostico post HRMAS y control

de calidad.

* Pulso y adquisicion 2° C
* Pulso y adquisicion 37°C
* Espineco2°C

* Espineco 37°C

Conjunto Glioblastomas Meningiomas

Entrenamiento 15 10

Testeo 7 6

Tabla 3.3. Nimero de casos incluidos en el proceso de obtencion de los clasificadores desarrollados con la
validacion previa mediante diagnéstico post HRMAS y control de calidad.

El método de seleccion de variables fue el SFFS y el método de evaluacion

para el conjunto de entrenamiento fue el bootstrapping, mientras que para el

conjunto de testeo el método de evaluacion fue el BER.

Los casos seleccionados para el estudio 2 se encuentran descritos en el
anexo 6 de esta tesis y, concretamente para este estudio 3, dicha seleccion se llevo

a cabo en base al control de calidad descrito en la secciéon 3.10.1.



Clasificadores utilizando casos de biopsias de tumores cerebrales

humanos adquiridos a 9,4T

Estudio 4: comprobar los posibles efectos discriminatorios en biopsias

humanas con y sin irradiacion por FMW.

Para desarrollar este clasificador fue necesario trabajar con muestras lo
suficientemente grandes para dividirlas en dos y posteriormente irradiar una parte
con FMW y la otra no (ver esquema en la figura 3.7). La temperatura de adquisicion
fue de 37° C y las secuencias de adquisicion utilizadas fueron las de pulso y
adquisicion y espin eco a 136ms. El método de seleccion de variables fue el SFFS'y
el método de evaluacion para el conjunto de entrenamiento fue el bootstrapping,
mientras que para el conjunto de testeo el método de evaluacion fue el BER. Todos
los casos utilizados en estos clasificadores fueron sometidos a control de calidad

seguln lo descrito en la seccion 3.10.1.

Figura 3.7. Esquema del desarrollo de clasificadores utilizando muestras irradiadas (FMW) y no irradiadas por
FMW (N-FMW). La biopsia se dividia en dos y una parte de ella se irradiaba por FMW (FMW), mientras la otra
parte no se irradiaba. Posteriormente se adquirian sus respectivos espectros por HRMAS y se desarrollaba el
clasificador.

Conjunto Glioblastomas Meningiomas
Entrenamiento 12 12
Testeo 6 6

Tabla 3.4. Nimero de casos incluidos en conjunto para el desarrollo de los clasificadores de biopsias
cerebrales humanas con y sin irradiacion de FMW.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Ajuste del angulo magico y calibracién de la temperatura

Angulo mégico

El espectro obtenido en el experimento del ajuste del angulo magico con KBr
a 9,4 T a una velocidad de giro de 6000 Hz se muestra en la figura 4.1. Todas las
senales estrechas vistas en el espectro indican que el ajuste se ha realizado
correctamente, lo que es imprescindible para luego obtener un estrechamiento
adecuado de las resonancias de interés en los espectros de biopsias. Este
resultado es consistente con experimentos realizados por otros autores y también

por el fabricante del escaner tal y como se muestra en la figura 4.2 [118,119].

]

iz

I8

Figura 4.1. Espectro de 79Br, de bromuro de potasio (KBr) sélido utilizado para el ajuste del &ngulo magico, con
los siguientes parametros de adquisicion: ventana espectral de 749 ppm, TD de 2K, velocidad de giro de 6000
Hzy 1 excitacion a 9,4T.
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Figura 4.2 Espectro de KBr utilizado para el ajuste del angulo magico realizado por (A) Hebrew University of
Jerusalem y (B) el fabricante del espectrometro de RMN utilizado en esta tesis (Bruker Biospin) donde se
muestra el aspecto del espectro obtenido cuando no se encuentra (B1) y cuando se encuentra (B2)
correctamente ajustado el angulo magico.

Calibracion de la temperatura de la muestra girando al “angulo magico”

Se adquirieron un total de 20 espectros de etilenglicol a temperaturas altas
(entre 300 y 320 K), mientras que 38 espectros de metanol deuterado fueron
adquiridos a temperaturas bajas (entre 273 y 301 K). Para facilitar una
visualizacion de los cambios de desplazamiento quimico registrados, los espectros
se han representado superpuestos, como se muestra en la figura 4.3. Dichos
espectros fueron adquiridos a 9,4T con una velocidad de giro de 3000 Hzy 1

excitacion.



La distancia entre las resonancias fue aplicada a las ecuaciones 3.1y 3.2
(ver seccion 3.6.2) dando por resultado las graficas de la figura 4.4 que
representan la relacion entre la temperatura ajustada en la sonda versus la
temperatura real de la muestra estandar. Con estos datos, es posible establecer la
ecuacion que nos indica qué temperatura debemos programar en un experimento

para lograr la temperatura deseada en la muestra.

a) b)
CH; CH,
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Figura 4.3. a) Espectro de calibracion de la temperatura en el rotor HRMAS con etilenglicol a 300K. b)
Superposicién de espectros de etilenglicol obtenidos a distintas temperaturas. ¢) Espectro de calibracion de la
temperatura en el rotor HRMAS con metanol a 273K. d) Superposicion de los espectros de metanol obtenidos a
diferentes temperaturas.
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Figura 4.4. a) Graficas representando la correlacién entre la temperatura ajustada en el controlador de
temperatura del espectréometro de RMN para la sonda de HRMAS (ordenadas) y la temperatura real de la
muestra (abscisas) con A) etilenglicol y B) metanol para la velocidad de giro de 3000 Hz.



4.2 Estudio de la influencia del método de sacrificio (irradiacion con
microondas focalizadas vs. sobredosis de anestesia) en el patron
espectral por HRMAS de cerebro de raton

En la tabla 4.1 se observan los resultados cuantitativos obtenidos con el
calculo del area resultante de la integracion de cada metabolito de interés y la
significacion estadistica de la comparacion entre los dos métodos de sacrificio.
Estas areas fueron normalizadas con referencia al area de resonancia de lipidos
moviles a 0,90 ppm, suponiéndola constante en las condiciones evaluadas [117].
De acuerdo con éstos resultados podemos confirmar lo descrito anteriormente
conforme a la apariencia de los resultados cualitativos en la figura 4.5, es decir,
encontramos  diferencias estadisticamente significativas en metabolitos
relacionados con cambios postmortem como el Lac, Ace y PCr, aunque la creatina
total (creatina + fosofocreatina) permanecié constante, como cabria esperar.
También se ha detectado una disminucién de taurina en el casos de sobredosis de
anestesia [120]. Por otra parte, el aumento del acetato, con significacion
estadistica, es consistente con la disminuciéon concomitante del NAA con tendencia
a la significacion (0,1 > p > 0,05) y seria debida a la degradacion de NAA en acetato
y aspartato en condiciones isquémicas por accion de la enzima N-acetil-L-aspartato
amidohidrolasa tal y como ha sido descrito por otros autores en homogenados de

tejido cerebral [15].



Rango de Metabolito Sobredosis de Significacién

integracion (ppm) anestesia estadistica (p)

1,05 - 0,70 Lipidos moviles

1,40 - 1,20 Lactato 0,24 + 0,01 0,37 £ 0,02 0,002*
1,50 - 1,42 Alanina 0,06 + 0,00 0,04 £+ 0,01 0,129
1,92 - 1,90 Acetato 0,00 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,035*
2,02 - 2,00 N-acetil aspartato 0,09 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,080 #
2,38-2,31 Glutamato 0,74 £ 0,02 0,02 £ 0,02 0,070 #
2,46 - 2,42 Glutamina 0,01 +0,00 0,00 £ 0,00 0,323
3,05 - 3,02 Creatina + 0,08 £ 0,01 0,07 £0,01 0,445

Fosfocreatina

3,44 - 3,39 Taurina 0,05 +£0,02 0,01+0,01 0,048*
3,56 - 3,53 Myo-Inositol 0,02+ 0,00 0,03 +0,01 0,102
3,92-391 Creatina 0,04 +0,00 0,05 +0,01 0,121
3,94 - 3,93 Fosfocreatina 0,02 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,004*

Tabla 4.1. Calculo del area normalizada (+ SD) a ML a 0,9 ppm de las principales resonancias de metabolitos
de interés en espectros de ambos grupos: sacrificados por irradiacion de FMW (FMW) (n=3) y sacrificados por
sobredosis de anestesia (n=3). Significacion estadistica (*) p < 0,05, y tendencia a la significacion (¥) cuando
(0,12 > p > 0,05).

Los espectros adquiridos de las muestras de ratones sacrificados tanto por
el método de sobredosis de anestesia como por irradiacion de FMW presentaron
buena calidad y resolucion espectral, siendo directamente comparables a
espectros adquiridos en trabajos previos de nuestro grupo para éste tipo de

muestras [80,81]. Dichos espectros se muestran en la figura 4.5.

Las asignaciones de los metabolitos se llevaron a cabo segin Valverde-
Saubi'y col. [117] para sacrificio de ratones por sobredosis de anestesia y Simoes y
col. [80] para sacrificio por irradiacion por FMW . En la misma linea de lo descrito
por otros autores [121], en la figura 4.5 se observa un patron espectral de HRMAS

que refleja los cambios post mortem producidos por el método de sobredosis de
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anestesia, por ejemplo, los asociados con la existencia de glicolisis anaerdbica

(aumentos de alanina y lactato), con respecto al sacrificio por FMW.

Los tejidos se deterioran de diferentes maneras y dependiendo del tipo de
tejido en cuestion (ej. tejido tumoral vs. tejido normal) y del tiempo post mortem
transcurrido, y por ello las consecuencias observadas en su patron metabdlico
pueden ser muy variables. Sin embargo, se sabe que un intervalo de tiempo
aunque sea corto (5 min entre la reseccion de la biopsia y su criopreservacion) es
suficiente para desarrollar condiciones andxicas que producen variaciones en la
concentracion de algunos metabolitos [122]. En los espectros obtenidos en el
desarrollo de este experimento (figura 4.5A), se puede observar el agotamiento de
los recursos de reservorio energético, como por ejemplo la nula senal de
fosfocreatina (PCr), asi como el acumulo de lactato que depende del consumo de

glucosa y aumenta en regiones de hipoxia [123] .
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Figura 4.5. Espectro promedio (trazo en negro) y desviacion estandar (en gris) de las muestras de tejido
cerebral de raton obtenidos a 37° C por HRMAS con algunas asignaciones de metabolitos de interés. A)
sacrificio por sobredosis de anestesia (n=3), B) sacrificio por irradiacion FMW (n=3). Para méas detalles sobre
asignaciones principales ver anexo 1.

Ademas, en los espectros obtenidos por el método de sacrificio por
sobredosis se observan otros signos de degradacion aparente, por ejemplo, la
aparicion de senales de aminoacidos como lisisna, leucina alrededor de 0,9 - 1,0
ppm, probablemente debido al periodo de isquemia transcurrido entre la reseccion
de la muestra vy la congelacion para su almacenamiento hasta el analisis por

HRMAS [124]. Es importante tener en cuenta también los factores relacionados con



la temperatura, tiempo de adquisicion o velocidad de giro de dicha adquisicion. Asi,
se observan cambios en las proporciones relativas de las senales de N-acetil
aspartato y acetato, ambos relacionados entre si en concentraciones
aparentemente similares a las descritas para biopsias humanas debido al
metabolismo post mortem [121]. También se observa que la senal de taurina (Tau)
aumenta, estando relacionada con el periodo de metabolismo andxico. Este
metabolito también esta implicado en el mecanismo de proteccion (que ejerza un
efecto antioxidante) y ademas ligado a la estabilizacion de la membrana y la

inhibicion de la neurotransmision [125].

Por otro lado, los espectros adquiridos de las muestras de ratones
sacrificados por irradiacion FMW (figura 4.5B) son consistentes con los resultados
publicados por otros autores [126-128], en donde se observa una baja senal de
Lac, una deteccion evidente de PCr y ausencia de degradacion de NAA hacia
aspartato y acetato, todos estos detalles cualitativos indicadores de ausencia de
cambios post mortem cuando se utiliza el FMW en comparacion con la sobredosis

de anestesia.

Al comparar los dos métodos de sacrificio (irradiacion por FMW y sobredosis
de anestesia), el primer resultado llamativo viene de senales de metabolitos
asociados con la isquemia y la degradacion post mortem [121]. Asi las alturas de
algunos metabolitos (Lac, Ac, Cr) fueron mas bajas aparentemente en los espectros
adquiridos al sacrificar los animales por irradiacion FMW (4.5B). La ausencia de la
senal de PCr en los espectros de sacrificio por sobredosis (figura 4.5A) confirma el
consumo de este compuesto durante la primera etapa de isquemia probablemente
necesario para intentar mantener el nivel de ATP mediante la reaccion catalizada
por la creatina quinasa [126]. Estos resultados son coherentes con los de otros
autores [127,129,130,128] que han utilizado el sacrificio por irradiacion de
microondas para una mayor estabilidad de patron metabdlico en biopsias de tejido

cerebral durante experimentos realizados por HRMAS.

En resumen, esta seccion del estudio ha puesto de manifiesto la eficiencia
del sacrificio del raton por irradiacion por FMW, con respecto al mantenimiento del
patron espectral durante posteriores analisis por HRMAS a temperatura fisiolégica,

en comparacion con el método de sacrificio por sobredosis de anestesia.



4.3 Uso de la técnica de irradiacion por microondas focalizadas (FMW)
como método de sacrificio para evitar el metabolismo post mortem del

cerebro de rata (control y post-infarto cerebral )

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para raton wild type en la
seccion 4.2, donde se confirmdé que mediante la irradiacibn por FWM se
minimizaban significativamente los cambios post mortem observados en tejido
cerebral estudiado por HRMAS, se decidio aplicar dicho método de sacrificio en el
modelo experimental de infarto cerebral en rata en colaboraciéon con Elena Jiménez
y el Dr. Joan Marti de la Unitat de Malalties Vasculars Cerebrals del Hospital de la

Santa Creu y Sant Pau de Barcelona.

En la figura 4.6 se observan los resultados de la IRM obtenida con
uno de los animales utilizados en este estudio. Dichos resultados son consistentes
con lo descrito por otros autores [131,132], mostrando una zona hiperintensa a un
dia y a siete dias después del infarto en la zona afectada por la oclusion transitoria
de la arteria cerebral media (seccion 3.5.2). Se trataba de un modelo experimental
de isquemia focal que solo afectaba a un hemisferio de modo que el hemisferio

contralateral pudo ser utilizado como control.
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Figura 4.6. IRM in vivo ponderada en T2 (TR/TE = 4200/36 ms) en el plano axial del cerebro de una de las ratas
utilizadas en este estudio, adquiridas a 7T. La linea blanca muestra el tamafio de dafio a un 1 dia y 7 dias post
isquemia. Cortesia de Elena Jiménez.

El resultado de los datos adquiridos por HRMAS del tejido cerebral de 3
ratas después de 7 dias del infarto cerebral, y sacrificadas por irradiacion FMW, se
observa en la figura 4.7. Los cambios observados en las senales relacionadas con

la isquemia son coherentes con trabajos realizados por espectroscopia de RMN de
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extractos de tejidosy 1H ERM a 14,7 T publicados por Yang y colaboradores [120],
y Lei y colaboradores [133] respectivamente. Estos resultados concuerdan, por
ejemplo, con que la perturbacion debido a una reduccion brusca de flujo sanguineo

en el cerebro juega un papel importante en la activacion de la glicélisis anaerdbica

cerebral.
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Figura 4.7. Espectros promedio (trazo en negro) y, desviacion estandar (en gris) (n = 3) de muestras de tejido
cerebral de rata con infarto sacrificada por irradiacion de FMW, obtenidos a 37° C por HRMAS a 9,4T con
algunas asignaciones de metabolitos de interés (ver anexo 1). (A) Secuencia de pulso y adquisiciéon de
muestras de la zona de infarto (B) secuencia pulso y adquisicién de la zona contralateral (C) secuencia espin
eco TE = 136ms zona de infarto (D) secuencia espin eco T=136 ms de zona contralateral.

La figura 4.8 muestra un espectro promedio de 3 muestras de tejido
cerebral de rata sacrificadas por irradiacion FMW. Dichas muestras provienen de

tejido contralateral de cerebro sometido al procedimiento de isquemia, 1 dia post
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infarto. Se puede observar un cociente de las alturas para las senales del grupo N-
CH2> de PCr/Cr de 0,80 + 0,1, el cual es bastante cercano al publicado por otros
autores como Lei y colaboradores [133] y Tkac y colaboradores [134], llevados a
cabo para estudios in vivo. Dichos autores obtuvieron cocientes de concentraciones
de 0,90 *+ 0,1 y 0,93 respectivamente, lo que se acerca mucho a lo obtenido en
esta tesis. Por otro lado, nuestro valor es superior al valor descrito por Detour y
colaboradores [127] para técnicas basadas en irradiacion de FMW seguida de la
adquisicion HRMAS, que observaron un valor de 0,30 para dicho cociente de
concentraciones. Los autores en [127] sacrificaron en su estudio las ratas con
FMW con una potencia de 4kW y describieron poca cantidad de Lac, comprobando
ademas la estabilidad de la senal de GABA, en comparacion con muestras de
animales sacrificados por sobredosis de anestesia. En relacion a esto, nuestros
resultados son similares y apuntan a que GABA no aumenta en condiciones post
mortem y que la poca cantidad de Lac es debida a la anestesia del animal antes de
ser sacrificado. Cabe senalar que la presencia de la senal correspondiente a PCr es
un buen indicador de la minimizacion de cambios post mortem ya que este
metabolito esta involucrado en el metabolismo energético de tejidos con demanda
fluctuante de energia [126]. En resumen, los valores obtenidos para el cociente
PCr/Cr y su comparacion con datos de literatura sugieren que la demanda
energética tisular se paraliz6 debido a la fijacion por irradiacion FMW y por lo tanto,
deberiamos esperar que el resto del patron espectral reflejara fielmente el patron

presente in vivo.

PCr

‘
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Figura 4.8. Espectro promedio (+ SD en sombreado azul) HRMAS de la zona contralateral de tejido cerebral de
rata sacrificada por FMW (n=3). En la expansion (4,00 ppm - 3,90 ppm) se observa la presencia de PCr y Cr
bien resueltos en el espectro de HRMAS.



En resumen, en esta seccion de nuestro estudio hemos observado la
ausencia de cambios relacionados con el metabolismo post mortem al utilizar el
método de sacrificio mediante FMW también en cerebro de rata. Ello permite
preservar el patron metabdlico que se observa in vivo durante los estudios post
mortem mediante HRMAS. Este hecho nos permitira por ejemplo, evaluar las
variaciones en la concentracion basal de lactato en ratas post infarto ex vivo, ya
que podremos descartar su origen por causas de activacion del metabolismo
anaerébico post mortem y evaluar, por el contrario, posibles contribuciones de una
disfuncionalidad celular transitoria a este aumento [135,136] no necesariamente

relacionadas con el metabolismo anaerdbico isquémico post mortem.

4.4 Estudio de la minimizacion de los cambios en el patron espectral de
tumores GL261 durante experimentos de HRMAS a 37°C mediante la

irradiacion de las muestras obtenidas por FMW

Los animales usados en éste estudio desarrollaron tumores con la cinética
esperada para tumores GL261, segun trabajos previamente llevados a cabo por
nuestro grupo de investigacion [112,137]. La figura 4.9 nos resume en IRM
ponderadas en T2 el conjunto de 12 ratones que se han utilizado en esta seccion
de la tesis. Los valores de volumen tumoral, calculados segin lo descrito en
Delgado-Goni y col. [138] fueron de 175,0 +/- 9,8 mm3 (n=12) el dia del sacrificio

de los ratones con tumor GL261.

Figura 4.9 IRM ponderadas en T2 adquiridas en orientacién coronal a 7T de 12 ratones con tumores GL261 a dia
15 de post inoculacion de células, justo antes de ser sacrificados con los protocolos descritos en la seccion 3.3.1.



Los espectros HRMAS adquiridos a distintos tiempos de las muestras no
irradiadas por FMW (N-FMW) muestran fuertes cambios en el patron espectral entre
los 34 y 374 minutos en la adquisicion HRMAS, siendo algunos de ellos
estadisticamente significativos (ver figura 4.10A). Por otro lado, la casi perfecta
superposicion espectral observada en la figura 4.10B para las muestras irradiadas
por FMW demuestra la aparente estabilidad del patron espectral entre los
momentos inicial y final del experimento. Esta estabilidad se confirma con los

resultados presentados en las figuras 4.11y 4.12 y en las tablas 4.3 y 4.4.
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Figura 4.10. Espectros HRMAS adquiridos de muestras de tumor murino GL261. A) N-FMW y B) FMW. El espectro en
negro corresponde a la primera adquisicién en esta serie experimental (t = 34min) y el espectro en rojo corresponde a
la dltima adquisicion (t = 374min). Los asteriscos (la posicién en ppm indica la altura maxima de la resonancia de

interés) sefialan la significacion estadistica entre el primer y el tiltimo espectro detectados durante el experimento. Las
expansiones muestran las regiones de 3,18 - 3,26 ppmy 1,88 - 2,06 ppm.
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Los resultados reflejando aparente estabilidad en las muestras irradiadas
por FMW nos llevaron a plantear la posibilidad de la existencia de cambios
espectrales significativos en los primeros minutos de adquisicion que no hubiesen
sido detectados por haber empezado los registros iniciales habiendo pasado 34
minutos desde el inicio de la incubacion a 37° C. Para confirmar o descartar esta
hipotesis se procedié a un analisis adicional incluyendo los minutos iniciales del
experimento de HRMAS (figura 4.11). Dicho estudio fue llevado a cabo con
muestras distintas a las anteriormente citadas, por lo tanto el nimero total de

muestras utilizadas en este estudio fue de 18.
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Figura 4.11. Espectros HRMAS de una muestra de tumor GL261 irradiada con FMW y adquirida a 37° C. (A)
Espectros desde el inicio hasta el final del experimento (minutos 2, 34, 374) (B) Superposicion de los espectros
anteriores.
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Estos resultados confirmaron, por lo tanto, la estabilidad del patrén
espectral detectable por HRMAS, producida por la irradiacion de las muestras con
FMW, incluso desde los minutos iniciales del experimento a 37° C, tal como se

ejemplifica en los resultados a 2, 34 y 374 min de adquisicion en la figura 4.11.

En las muestras N-FMW el cambio mas relevante observado se produjo en la
senal a 3,19 ppm, correspondiente al grupo trimetilamina del metabolito de colina,
que aumento alrededor de 1,7 veces a lo largo de los 374 minutos de adquisicion
HRMAS a 37¢ C. Ademas, se observé un aumento de 1,1 veces en la senal de
fosfocolina a 3,21 ppm (ver figura 4.12 y tabla 4.2). EI mismo patron de variaciones
se observo tanto con la medida de intensidades normalizadas a unit leght (tabla
4.2) como con la utilizacion de integrales para la cuantificacion (para limites de
integracion, ver tabla 4.3). No parece haber un aumento equivalente en la senal de
glicerofosfocolina (GPC) a 3,23 ppm, que de hecho, disminuye (aunque nho
significativamente) hasta un 90% de su valor inicial. Visualmente (figura 4.10A), la
variacion en las senales de Ptdcho + GPC no parece justificar el aumento de las
senales de Cho + PCho. Otras variaciones en el patron espectral de muestras N-
FMW muestran una diferencia significativa como por ejemplo la intensidad del Ac a
1,90 ppm, que aumenta 1,5 veces. La reduccion concomitante de NAA (tabla 4.2)
sugiere que los aumentos de Ac y de la senal visible del Asp (2,62 - 2,82 ppm)
pueden estar asociados a la degradacion de NAA (figura 4.12). Dicha degradacion
de NAA por parte de la actividad N-acetil-L amidohidrolasa [139] ya fue descrita
tiempo atras en estudios de la variacion del patron espectral de cerebro de conejo

post mortem a lo largo del tiempo [140].

La evaluacion estadistica de las curvas obtenidas en los experimentos a lo
largo del tiempo, realizada con el método Unianova, ha demostrado que las
intensidades normalizadas de las senales seleccionadas (Ac, NAA, ChCCp)
presentan un comportamiento distinto (estadisticamente significativo p < 0,05)
cuando se comparan muestras N-FMW y FMW. No se observa variacion apreciable

en el caso de FMW y con cambios claros en las muestras N-FMW.

Resultados previamente descritos por otros autores [121] mostraron un
claro aumento en las senales de Cho y PCho (aproximadamente 1,5 veces en un
periodo experimental comprendido entre 0 y 0,5h) en estudios de HRMAS de tejido

a 4° C, lo que concuerda cualitativamente con los resultados descritos en esta



seccion de la tesis. Respecto a las alteraciones de la intensidad aparente de las
substancias relacionadas con el metabolismo de la colina, antes mencionadas
(Cho, PCho, GPCho y PtdCho) cabe recordar el aumento en la senal de la Cho y de
PCho, mientras que la senal de PtdCho permanecia esencialmente inalterada. Por
consiguiente, ello sugeriria que el aumento observado para Cho libre y la PCho se
originaria en la actividad post mortem de fosfolipasas y fosfatasas [141,142] que
actuarian sobre los fosfolipidos de membranas celulares de un conjunto de
compuestos (ChCCp) “invisible” por HRMAS. Este conjunto no coincidiria con el que
origina la resonancia a 3,25 ppm (PtdCho visible por HRMAS), ya que este no sufre
una disminucion en su intensidad aparente. En ese sentido, los fosfolipidos de la
membrana plasmatica constituirian un conjunto invisible por RMN, aldn en las
condiciones de HRMAS utilizadas en los estudios de ésta tesis, siendo distinto, por
lo tanto, del conjunto de PtdCho visible por HRMAS que apenas cambia cuando las

senales de Cho y PCho aumentan en las muestras del grupo FMW.

Por otra parte, la ausencia de cambios en la region espectral del lactato
podria interpretarse considerando que los substratos que permiten el acimulo de
éste mediante la glucolisis anaerdbica ya se habrian consumido durante el tiempo
de isquemia post-sacrificio (aproximadamente 5 min) y antes de la irradiacion de
las muestras por FMW, con lo que, independientemente de su irradiacion (FMW) o
falta de ella (N-FMW) la concentracion de lactato en el tejido de interés ya no
variaria. Conviene ademas tener en cuenta que, incluso in vivo, los niveles basales
de lactato en tumores GL261 pueden ser bastante elevados, hasta 7,9 + 1,8
pmol/g de agua [112].

Un aspecto adicional a considerar a la hora de interpretar los resultados
mostrados en la figura 4.12 es la variabilidad intrinseca del patron espectral basal
de los tumores GL261. Asi, la intensidad inicial observada para Lac, ML + MM,
ChCCp y PtdCho fue distinta en diferentes alicuotas de tumor o en distintos
tumores GL261. Dicha heterogeneidad ya habia sido descrita en trabajos
anteriores publicados por nuestro grupo de investigacion [112] y se volvera sobre

ella en la seccion 4.5 de esta tesis.

En este apartado de la tesis, nos hemos concentrado sobre todo en el
analisis de caracteristicas espectrales cuyos cambios a lo largo del tiempo

hubiesen sido previamente descritos para las adquisiciones de espectros de



biopsias de tumor cerebral a temperaturas fisiolégicas [117]. Sin embargo, también
hemos investigado la presencia de otros cambios significativos que pudiesen
ocurrir, por ejemplo, debido a la congelacion y descongelacion de las muestras (con
y sin irradiacion FMW): posibles ejemplos de ello son los cambios observados en
las senales de Ala, Glu 'y Gly [65,143]. En ese sentido, Wright y colaboradores [143]
sugirieron que la Gly “visible por RMN” podria detectarse en concentracion mas
elevada cuando una muestra era analizada por técnicas de HRMAS. Segln estos
autores, la fuente de esta Gly “extra” podria ser el metabolismo post mortem, o
bien la liberacion de Gly unida a macromoléculas debido al dano producido en la
muestra durante el experimento HRMAS, resultante de los largos tiempos de
adquisicion necesarios en algunos casos para adquirir espectros para una

valoracion cuantitativa (2,5h).

Los resultados presentados en este apartado de la tesis concuerdan con la
primera hipotesis formulada por estos autores [143] es decir, que el posible
aumento en la senal de Gly detectable probablemente tendria lugar antes de la
adquisicion HRMAS, dado que las muestras de ambos grupos (FMW y N-FMW)
fueron congeladas en el mismo espacio de tiempo (teniendo por tanto un tiempo
similar de isquemia post mortem), y dado también que no se detectaron diferencias
en el contenido de Gly al comparar muestras tanto del grupo irradiado como del no
irradiado durante el periodo de adquisicion a lo largo del tiempo a 37° C

(aproximadamente 6,2h en nuestro caso).

Finalmente, cabe mencionar que la estabilizacion del patron espectral que
se ha obtenido con éste método podria ser de relevancia para estudios de
reconocimiento de patrones (RP) espectrales de biopsias adquiridas por HRMAS
[117,144]. Por ejemplo, Andronesi y colaboradores [144] llevaron a cabo estudios
por RP de espectros de HRMAS de biopsias para distinguir tipos de
tumores/tejidos (normal, tumores de alto y bajo grado) y también subtipos de
tumores (glioblastoma, astrocitoma anaplasico, meningioma, schwannoma,
astrocitoma pilocitico y metastasis). Algunas de las caracteristicas espectrales
relevantes para estas discriminaciones coinciden con caracteristicas estudiadas en
esta tesis (ML, NAA, ChCCp) que pueden verse afectadas por el tiempo de estudio

por HRMAS, en ausencia de fijacion por FMW.
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Figura 4.12. Gréficas relativas a los experimentos de HRMAS a 37° C a lo largo del tiempo, representandose, a la izquierda, los valores de
las intensidades normalizadas unit lenght y a la derecha, las integrales (1,897 - 1,919 ppm, 3,166 - 3,201 ppmy 3,201 - 3,213 ppm
observados para diferentes resonancias (1,90 ppm, 3,19 ppm y 3,21 ppm), mostrando el promedio y la desviacién estandar para estas
sefiales (n=6 para cada condicién). En rojo se representan las muestras con irradiacion FMW, y en azul, las muestras sin irradiacién
FMW. La intensidad inicial (o area) se consideré como el 100% de la sefal y las siguientes intensidades normalizadas unit lengt (o areas)
se calcularon en relacion a este punto.
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Desplazamiento quimico (ppm)

Factor de
cambio FMW

Factor de cambio

N-FMW

Metabolito

Significacion
estadistica

(p)

0,90 0,90+0,01 0,90 £ 0,02 0,177
1,30 0,90 £ 0,04 0,90+0,01 ML + MM 0,790
1,31-1,33 0,90 £ 0,05 0,90 £ 0,02 Lac 0,500
1,90 1,10+ 0,16 1,50 £ 0,45 Ac 0,035%*
2,02 0,80+0,21 0,60+ 0,13 NAA 0,007*
2,62-2,82 0,80 £ 0,67 0,90 + 0,20 Asp 0,106
3,19 1,10 £ 0,17 1,70+ 0,48 Cho <0,001*
3,21 1,00 £ 0,08 1,10 £ 0,24 Pcho 0,012*
3,23 0,90 £ 0,06 0,90+0,11 GPCho 0,113
3,25 0,90 £ 0,03 1,00 £ 0,09 PtdCho 0,873

Tabla 4.2. Factor de cambio observado (calculado con los cocientes de alturas normalizadas a unit length), asignacion
tentativa de los metabolitos principales que originan la sefal (ver anexo 1 para mas detalle) y resultados del test
estadistico Unianova para la comparacion de la variacion a través del tiempo de adquisicién a 37° C de espectros
HRMAS de muestras irradiadas (FMW) y no irradiadas FMW (N-FMW) para cada resonancia.

Factor de cambio Metabolito

N-FMW

Factor de cambio
FMW

Rango de
integracion
(ppm)

Significacion
estadistica (p)

1,897 - 1,919 1,1+0,10 1,3+0,16 Ac <0,001
3,166 - 3,201 1,0+0,11 1,2+0,11 Cho (colina) <0,001
3,201 - 3,213 0,9+0,07 1,0+0,22 PCho (fosfocolina) 0,001

Tabla 4.3. Factor de cambio observado (calculado con los cocientes de integracion), asignacion tentativa de los
metabolitos principales que originan la sefal considerada (ver anexo 1 para mas detalle) resultados del test
estadistico Unianova para la comparacion de la variaciéon a través del tiempo de adquisicion a 37° C de espectros
HRMAS de muestras irradiadas (FMW) y no irradiadas FMW (N-FMW) para cada resonancia.



Histopatologia post HRMAS

Las muestras de esta seccion de nuestro estudio fueron posteriormente
sometidas a un analisis histopatologico. El grupo de muestras FMW se evalu6
después de la irradiacion por FMW mas los 374 minutos correspondientes del
analisis por HRMAS a 37° C. El grupo N-FMW se evalué después de las
adquisiciones por HRMAS (374 min a 37° C). El patélogo veterinario Prof. Marti
Pumarola, de la Unidad de Patologia Murina (CBATEG de la UAB), evalud dichas
muestras para presencia o ausencia de células tumorales, su morfologia y para
comprobar si el diagnéstico patolégico podria ser corroborado, teniendo en cuenta
los posibles cambios causados por la irradiacion FMW o el tiempo de giro en los
experimentos HRMAS a 37° C. Todas las muestras evaluadas (n =12) fueron
perfectamente reconocidas como tumores gliales de alto grado (figura 4.13) sin
contaminacion de parénquima de cerebro normal, aunque se detectd algin
artefacto morfolégico y nlcleos picnéticos, posiblemente debido a la irradiacion
FMW y/o0 a las velocidades y tiempo total de giro a 37° C [145,143,146].

Figura 4.13. Preparacion histopatolégica de 4 um post HRMAS de muestras de tumor GL261 tefidas con
hematoxilina-eosina (aumento x40). a) muestra no irradiada por FMW, b) muestra irradiada por FMW.
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Con respecto al analisis histopatolégico practicado, confiabamos en un
resultado positivo dada la existencia de estudios previos [143,117,146] que habian
descrito que los tejidos estudiados por HRMAS podian ser analizados por
histopatologia después dichas adquisiciones. Cheng y colaboradores [146], sin
embargo, senalaron que el analisis post HRMAS llevado a cabo en muestras de
glioblastoma presentd, en algunos casos, una ausencia de caracteristicas tipicas
de malignidad y necrosis, quizas debido a la compresion de las zonas necréticas
por la alta velocidad de giro utilizada. En este estudio, no se han observado dichos
cambios morfoldgicos, y se necesitarian experimentos adicionales en esa linea para
determinar si la irradiacion por FMW podria ser de ayuda en la preservacion de la
citoarquitectura del tejido, ademas de prevenir cambios espectrales debidos al

metabolismo post mortem al someterlo a analisis por HRMAS.

En resumen, los cambios metabdlicos post mortem observados en las
muestras del grupo N-FMW en éste estudio coinciden con los resultados descritos
por otros autores, y son previsibles cuando los estudios se llevan a cabo a
temperatura fisioldégica durante periodos largos de adquisicion. La irradiacion de
las muestras por FMW ha resultado en una ausencia de cambios significativos en el
patron espectral de HRMAS evaluados durante un maximo de 374 min a 37° C que
podria resultar de mucha utilidad, reduciendo la variabilidad introducida por el
metabolismo post mortem en los espectros de las muestras de interés. A su vez,
ello deberia facilitar futuros estudios de metaboldmica en biopsias, tanto en ambito
clinico como preclinico, especialmente cuando los experimentos requiera tiempos

largos de adquisicion (por ejemplo RMN 2D).

4.5 Estudio preliminar de la heterogeneidad del patron espectral de
tumores murinos GL261 detectado por HRMAS

Como se mostro en la figura 4.11 y se comentd en la pagina 87 de esta
tesis, el patron espectral HRMAS de los tumores GL261, aunque muy reproducible
en términos cualitativos, presenta cierta variabilidad cuantitativa, por ejemplo en la

region de ChCCp, segun el tumor investigado (figura 4.14).
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Figura 4.14. A) y B) Espectros HRMAS adquiridos de diferentes muestras de tumor murino GL261 que muestran
diferentes cantidades de PtdCho. C) Expansion entre 3,10 - 3,35 ppm de los espectros para mayor detalle.

En esta seccion nos planteamos un analisis preliminar de la posible relacion

de dicha variabilidad con la region del tumor (predominio de periferia versus

predominio de parte central).

La figura 4.15 muestra la IRM ponderada en T2 de un ratén inoculado con

células GL261 a 15 dias de evolucion, representativo del conjunto de los animales

(n=6) utilizados para este estudio. Ademas, esquematiza las zonas en las que se

dividieron los tumores para su analisis post sacrificio.

Figura 4.15. IRM ponderada en T2 adquirida a 7T del corte coronal de un tumor GL261 a dia 15 de evolucién.
El cuadrado indica las disecciones post sacrificio. a y b) zona con contribuciéon predominante de “periferia”, c)

zona con contribucién mayor de “centro”.
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En la figura 4.16 se muestran los espectros HRMAS adquiridos de muestras
de tumor murino GL261, En “A” se aprecia el espectro obtenido de una muestra de
raton sacrificado por sobredosis de anestesia y en “B” una muestra de ratén
sacrificado por irradiacion FMW. El espectro en negro corresponde a una muestra

del “centro” y el espectro en rojo a una muestra de la “periferia”.

A < Lac
ChCCp
- Cr

Figura 4.16. Espectros HRMAS adquirido de muestras de tumor murino GL261. El espectro en rojocorresponde a “periferia” y
el espectro en negro corresponde a “centro”. En A) sacrificio por sobredosis de anestesia, en B) sacrificio por FMW.
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La figura 4.17 nos muestra una expansion de los datos mostrados en la
figura 4.16, es decir, la representacion detallada de las resonancias de los

diferentes compuestos de colina (ChCCp).
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Figura 4.17 Expansion de la region entre 3,30 ppm y 3,15 ppm de espectros de HRMAS representativos de muestras de
tumores de ratones sacrificado por 1) FMW y Il) sobredosis de anestesia. A) periferia y B) centro. Fosfocolina (PCho) a 3,21

ppm, glicerofosfocolina (GPC) a 3,23 ppm, fosfatidilcolina (PdtCho) a 3,25 ppm y Colina libre (Cho) a 3,19 ppm.

La evaluacion estadistica de la diferencia se llevé a cabo con los valores de
intensidades normalizadas a unit length medidas para representar la contribucion
de cada metabolito de colina. En el caso de espectros de resolucion no tan buena,
como por ejemplo, el de la figura 4.171B, se utilizé el “shoulder” a 3,21 ppm para la
cuantificacion de PCho. En la figura 4,18 se muestran boxplots de las intensidades
calculadas de los metabolitos seleccionados (Cho a 3,19 ppm, PCho a 3,21ppm,
GPCho a 3,23ppm y PtdCho a 3,25 ppm) en los espectros HRMAS normalizados de
tumores GL261 de ratones sacrificados por sobredosis de anestesia y por FMW. La
tabla 4.4 muestra los resultados del test estadistico t de Student para la
comparacion, en las distintas zonas del tumor GL261 (periferia y centro), entre los
valores obtenidos con el sacrificio de sobredosis de anestesia y con el de

irradiacion de FMW. Solo las resonancias de Cho (3,19 ppm) y GPCho (3,23 ppm)
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mostraron significacion estadistica (p < 0,05) aunque para la PtdCho (3,25 ppm) se

llegd a tendencia a significacion (p = 0,08).

Metabolito Método de
sacrificio
3,19 ppm 3.21 ppm 3,23 ppm 3,25 ppm B sobredosis
WF

g M ;, i,

A0
I

T T T T T T T T
Periferia Centro Periferia Centro Periferia Centro Periferia Centro
Zonas

Figura 4.18. Boxplots de las alturas normalizadas a unit length de los espectros HRMAS calculadas para los
metabolitos seleccionados (Cho a 3,19 ppm, PCho a 3,21 ppm, GPC a 3,23 ppm y PtdCho a 3,25 ppm) de
tumores GL261 de ratones sacrificados por sobredosis de anestesia y por FMW (n=3). Los limites superiores e
inferiores de las cajas representan los cuartiles 1° y 3° de cada distribucion de datos respectivamente, y la
franja central el 2° cuartil o mediana. Las barras superior e inferior en cada caja muestran la posiciéon de los
valores méaximo y minimo de la distribucion.

Metabolito | valor de p ‘valordep

(Ppm) periferia ‘ centro
3,19 0,11 0,05*
3,21 0,53 0,66
3,23 0,01* 0,29
3,25 0,08% 0,18

Tabla 4.4. Resultados del test estadistico t de Student para la comparacion entre sacrificio por sobredosis de
anestesia y por irradiacion de FMW, pero teniendo en cuenta la zona de procedencia del tumor. En este caso,
se compararon las zonas de periferia entre ellas y las zonas de centro entre ellas. Los valores marcados con un
asterisco (*) mostraron significacion estadistica (p < 0,05) y los valores marcados con (¥) mostraron tendencia
a la significacién (#) (0,1 > p > 0,05).
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Dada la variabilidad de la altura de la resonancia correspondiente a PtdCho
entre las muestras y el ligero aumento de su valor en la periferia con respecto a
cortes de la zona central del tumor sobre todo en el caso del sacrificio por FMW,
decidimos investigar si podia darse alguna correlacion con la presencia de

estructuras multilamelares de tipo autofagosoma en dichas muestras de tejido.

En la tabla 4.5 se muestra el resultado del conteo de nicleos y de
estructuras multilamelares compatibles con autofagosomas [147,148] mediante
microscopia electronica. Este conteo (ver figura 4.19) nos reveld que las muestras
que contienen un nimero mas elevado de autofagosomas fueron las muestras
correspondientes a la periferia de los tumores, tanto en el caso de los ratones
sacrificados por irradiacion de FMW como en el caso de los ratones sacrificados por
sobredosis de anestesia. No obstante, al normalizar el nUmero de autofagosomas
con respecto al niUmero de nucleos, el rango, entre 2,2 y 5, incluye intercaladas las
muestras de “periferia” y “centro”, con FMW periferia en el extremo superior del

rango (5) y FMW centro en su extremo inferior (2,2).

Finalmente, los valores de intensidad normalizada a unit lenght de las
diferentes muestras no parecen correlacionar con los cambios en la frecuencia de
autofagosomas encontrados en la periferia y centro y habria que considerar otras

posibles causas adicionales para la heterogeneidad detectada por HRMAS en los

tumores GL261 en la region ChCCp del patrén espectral.

Intensidad NUmero de
normalizada a autofagosomas/
unit lenght de numero de

Muestra Ndcleos Autofagosomas PtdCho nucleos
SOBREDOSIS periferia 30 95 0,026 + 0,002 3,166
SOBREDOSIS centro 8 35 0,020 + 0,006 4,375
FMW periferia 20 100 0,035 + 0,002 5,000
FMW centro 14 31 0,030 + 0,010 2,214

Tabla 4.5. Resultado del nimero de nicleos y autofagosomas observados en microscopia electrénica para una
muestra de tumor glial GL261. Intensidad correspondiente a PtdCho, normalizado a unit lenght.



Figura 4.19 Imagen por microscopia electronica de muestras de tumor GL261 de ratdon después de su analisis por HRMAS.
Las imagenes A - C corresponden a la zona del centro, mientras que las imagenes D - F corresponden a la zona de la
periferia. Longitud de la barra en cada imagen:(A) 500nm, (B) 200nm, (C) 200 nm (D) 500 nm, (E)200 nm y (F) 200nm.

4.6 Analisis mediante reconocimiento de patrones de biopsias de
tumores cerebrales humanos estudiados por HRMAS

4.6.1. Clasificadores desarrollados para datos adquiridos a 11,7T

En la figura 4.20, se muestran los patrones espectrales de HRMAS tipicos
obtenidos con la secuencia de pulso y adquisicion a 20 Cy 37° C a 11,7 T de dos
biopsias de las clases a discriminar (GBM y M) y algunas de sus principales

asignaciones segun la literatura [29,61,117,149] (ver anexo 1 para mas detalles).
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Figura 4.20. Patrones de HRMAS tipicos obtenidos con la secuencia de pulso y adquisicion para glioblastoma (biopsia
900) a (A) 2° Cy (B) 37° C y meningioma (biopsia 907) a (C) 2° Cy (D) 37° C con las asignaciones tentativas de los

principales metabolitos de interés (ver detalles sobre asignaciones tentativas en el anexo 1).

Clasificadores utilizando casos adquiridos a 11,7T

Estudio 1: comprobar la capacidad discriminante del programa

SpectraClassifier desarrollado en el GABRMN.

- Reproducibilidad, mediante el programa SpectraClassifier, de estudios
previos llevados a cabo en el grupo.
Estudios previos en nuestro grupo [117],

clasificadores a partir de espectros de HRMAS, habian descrito que era posible

sobre el desarrollo de

obtener un 100% de éxito en la discriminacidon entre meningiomas (M) y
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glioblastomas multiformes (GBM). Estos estudios fueron llevados a cabo
procesando los espectros de HRMAS y luego normalizando las intensidades de las
senales a unit length (UL2), utilizando para ello modulos del software basados en el
entorno de programacion “R” [115]. Ademas, se utilizé el analisis de componentes
principales (PCA) para la extraccion de caracteristicas, seguido de un analisis

discriminante lineal (LDA).

El primer paso que se llevo a cabo, en el trabajo desarrollado en esta tesis,
fue tratar de reproducir los resultados obtenidos en [117] con el programa
SpectraClassifier (SC) [93,150]. Con ello, pretendiamos abarcar dos diferentes
aspectos: en primer lugar, comprobar si con el mismo conjunto de entrenamiento y
testeo que los usados en [117] se obtenian resultados comparables. En segundo
lugar, pretendiamos probar que se podia trabajar con un software recientemente
desarrollado en el grupo (SpectraClassifier) [93,150], que sin embargo, no habia
aun demostrado su utilidad para el desarrollo de clasificadores basados en datos
de HRMAS.

El resultado obtenido en el desarrollo del clasificador para el clasificador 1
se muestra en la figura 4.21. Esta figura representa el espacio latente resultado de
la discriminacion entre GBM y M desarrollado con la ayuda del sistema SC. Ello es
consistente con lo anteriormente obtenido en nuestro grupo [117], donde se
obtuvo un 100% de acierto en esta discriminacion. En ésta tesis se ha logrado
obtener el mismo resultado utilizando el mismo grupo de casos, pero con una
estrategia de desarrollo mas accesible que facilita su utilizacion por parte de

usuarios no familiarizados con las metodologias de reconocimiento de patrones.

ol E R d W @ & 2 }.I a3 e a ol a3 @ o4

a M @ GBM

Figura 4.21. Espacio latente resultado de la discriminaciéon entre GBM y M desarrollado con la ayuda del
sistema SC para comprobar la reproducibilidad de un clasificador obtenido en estudios previos de nuestro
grupo. Se muestra el resultado de la ecuacién discriminante que nos separa el conjunto de entrenamiento mas
el conjunto de testeo con M = 13 y GBM = 14. La barra vertical negra indica la frontera de discriminacién
calculada para el valor numérico calculado por el SC (el DSC o “discriminant score”) para diferenciar las dos
clases. Cada punto representa cada una de las biopsias evaluadas. En algiin caso pueden llegar a
superponerse muestras con el mismo DSC.



El tiempo aproximado de computacion para la obtenciéon de dicho
clasificador, utilizando la configuracion mencionada en la seccién 3.10, fue de 30

minutos.

Evaluacion del efecto de la temperatura y de la secuencia de
adquisicion de HRMAS en la robustez de los clasificadores

desarrollados mediante el SpectraClassifier

Estudio 2: comprobar los posibles efectos discriminatorios de diferentes
temperaturas y secuencias de adquisicion, asi como del aumento en la poblacién

de casos en la robustez de los clasificadores desarrollados.

Una vez confirmada la reproducibilidad de lo obtenido en [117] con el
programa SpectraClassifier, se considerd6 conveniente evaluar su robustez
aumentando al maximo el nimero de casos en los grupos para el desarrollo del
clasificador (ver seccion 3.10.2). Adicionalmente, se plante6 el cambio de método
de seleccion de variables, sustituyendo PCA por SFFS, por la mas facil correlacion
de las caracteristicas espectrales seleccionadas con los metabolitos que los
originan, a diferencia de los componentes principales usados en PCA. Por ultimo, se
utilizaron diferentes secuencias y temperaturas de adquisicion de los datos para

valorar su efecto sobre el rendimiento del clasificador.

En la figura 4.22 se representa graficamente el porcentaje de acierto tanto
para el conjunto de entrenamiento (azul) como para el de testeo (rojo), ademas del
porcentaje de BER (negro) para el conjunto de testeo evaluado en estas pruebas.
En las graficas, ademas, se observa el nimero de caracteristicas utilizadas para la
clasificacion senalandose con una flecha el numero Optimo de variables
seleccionadas por el sistema, que ademas se comprobd, en todos los estudios, que
estuvieran dentro del numero maximo recomendado para evitar el

sobreentrenamiento (ver seccion 3.10).
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Figura 4.22. Gréaficas representando el porcentaje de acierto para el conjunto de entrenamiento (azul) y de
testeo (rojo), ademas de BER (negro) para el estudio de los posibles efectos discriminatorios a diferentes
temperaturas, secuencias de adquisicion y también para el aumento en la poblacion de casos. Las gréficas (A)
y (B) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de pulso y adquisicion a 2° y 37° C respectivamente,
mientras las gréficas (C) y (D) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de espin eco a 20y 37° C.
La flecha negra en la columna de la derecha indica el niimero de caracteristicas espectrales a utilizar para el
clasificador final evaluado como 6ptimo (BER minimo).
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Se llevdo a cabo la evaluacion de los clasificadores desarrollados para
muestras adquiridas a dos temperaturas (37° C y 2° C) y dos secuencias de
adquisicion diferentes (pulso - adquisicion y espin eco) cuyo resumen de resultados
se muestra en la tabla 4.6. Las variables seleccionadas para dicha clasificacion se

indican con flechas en los espectros promedio de cada clase en la figura 4.23.

Secuencia de Temperatura Variables seleccionadas y Acierto maximo BER minimo
adquisicion (°C) asignacion metabdlica tentativa en el conjunto de (%)

entrenamiento
(%)

Pulso y adquisicion 2,69 ppm - Asp 88,60 29,95
. 1,46 ppm - Ala
. 3,93 ppm - Cr
. 2,20 ppm -ML
e 3,78 ppm - Ala + GIx + Gly
. 4,43 ppm - no asignado

Pulso y adquisicion 37 * 3,88 ppm - Asp 95,40 7,50
* 3,24 ppm - ml + GPC

. 2,37 ppm - Glu

* 3,78 ppm - Ala + GIx + Gly
. 2,10 ppm - Glx

. 3,86 ppm - Asp

Espin eco 2 . 4,32 ppm - GPC 93,20 11,46
. 3,28 ppm - Tau

. 1,70 ppm - Lisina

. 1,70 ppm - Lisina

. 1,10 ppm - no asignado
. 1,10 ppm - no asignado
. 1,09ppm - no asignado
. 0,51 ppm - no asignado

Espin eco 37 . 3,79 ppm - Glx 95,50 18,13
. 2,74 ppm - NAA
. 1,70 ppm - Leucina + Lisina
* 2,56 ppm - NAA

Tabla 4.6. Resumen de los resultados obtenidos con el desarrollo de clasificadores con distintas secuencias y
temperaturas de adquisicion. Para mas detalles sobre las asignaciones metabdlicas tentativas consultar el
anexo 1.
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Figura 4.23. Espectros HRMAS promedio de cada clase estudiada (GBM y M) visualizados en el programa SpectraClassifier. a) y b)
espectros promedio (en color lila) y desviacion estandar (en color amarillo) obtenidos con la secuencia de pulso y adquisicién a 20y 37°
C respectivamente. c¢)y d) espectros promedio (en color lila) y desviacion estandar (en color amarillo) obtenidos con la secuencia espin
eco a 20y 37° C respectivamente. Las flechas indican los desplazamientos quimicos (en ppm) de las caracteristicas seleccionadas para
el desarrollo del clasificador (en el caso de caracteristicas muy cercanas, las flechas pueden llegar a verse superpuestas).

El espacio latente generado por el analisis LDA de dichos clasificadores se
representa en la figura 4.24, donde se pueden observar claramente los casos

estudiados y su clasificacion en las distintas clases (GBM y M).
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Figura 4.24. Espacio latente generado por el andlisis LDA de los conjuntos de entrenamiento y testeo para los
clasificadores desarrollados con el programa SC para la determinacién de los posibles efectos discriminatorios
observados con el uso de diferentes temperaturas, secuencias de adquisicion y con el aumento en la poblacion de
casos con respecto al estudio del clasificador 2.

Estos resultados no coinciden con lo descrito anteriormente en [117] que
describieron un 100% de acierto para la discriminacion con la secuencia de pulso y
adquisicion tanto a 2° C y 37° C, ademas de un 100% obtenido también con la
secuencia de espin eco a 37° C. A este respecto hay que tener en cuenta que el
aumento del namero total de muestras analizadas, 72 en esta tesis, comparado
con 27 en [117] podria haber introducido variabilidad adicional (los llamados
outliers, [151]) que dificultaran llegar a un 100% de acierto. También cabe
considerar que algunas de las muestras con una prediccion errbnea podrian no
reflejar la patologia original del tejido. Para confirmar o descartar esta hipotesis, se
decidio llevar a cabo un analisis histopatolégico post HRMAS de las biopsias

investigadas.
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Control de calidad espectral aplicado a los casos del clasificador

evaluado en el estudio 2 de esta seccion

Para llevar a cabo el control de calidad, se procedio a los pasos descritos en
la seccion 3.10.1. Resumidamente, las biopsias se analizaron por histopatologia
post HRMAS para llegar a un diagnostico: fueron descartados aquellos casos que
no fueran evaluables (ej. falta de tejido suficiente para su analisis) o bien aquellos
en el que el diagnostico original no coincidiera con el diagnostico post HRMAS. Por
otra parte, el control de -calidad espectral por parte de los expertos
espectroscopistas pudo descartar espectros debido a falta de homogeneidad
suficiente (que podria llevar a falta de resolucion suficiente para permitir una
seleccion de caracteristicas adecuadas), asi como espectros que mostrasen
senales no identificadas en el espectro, que podrian ser debidas a la posible
contaminacion de las muestras. (ver un ejemplo en la figura 4.25, y un resumen
del total de casos descartados en la tabla 4.7). Para un desglose detallado de los

casos analizados/descartados, consultar el anexo 6.
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Figura 4.25. Ejemplo de un espectro de HRMAS de M (caso 342) adquirido a 2° C a 11,7 T descartado en el
control de calidad espectral por la presencia de senales no identificadas en el espectro (flechas). Comparar con
la figura 4.20A, en el inicio de esta seccion.



La figura 4.26 muestra el espacio latente de dos clasificadores
desarrollados en el estudio 2. Uno de ellos, el de la figura 4.26B, representa el
clasificador donde se muestran los casos descartados por el control de calidad (en

naranja para GBM y verde para M).

A) ® 00 0 owmmmk&:m O0x;D QO
Secuencia T
de pulsoy -~
adquisicion
a2°C B) © @0 0 0 ®odw® GOEN® 0M 9
oM @ M descartado por el @ cam (O GBM descartado por
control de calidad el control de calidad

Figura 4.26. Espacio latente resultado de la discriminacion entre GBM y M desarrollado con el SC en el estudio
2. A) Antes del filtrado de casos por aplicacion del control de calidad (ver seccién 3.10.1) y B) EI mismo espacio
latente obtenido después del filtrado de casos, con una codificacién de colores que permite identificar los
casos descartados. La flecha negra indica el caso 342, un M descartado por el control de calidad (ver patrén
espectral en la figura 4.25).

Diagnostico original Casos totales Casos descartados | Casos descartados = Casos de “maxima
iniciales por diagnostico en control de calidad”
post HRMAS no calidad espectral

coincidente

Glioblastoma

Meningioma 25 8 1 16

Tabla 4.7 Total de casos de “maxima calidad” utilizados en las clases GBM y M antes y después del filtrado por
control de calidad.



Evaluacion del efecto de la temperatura y la secuencia de adquisicion
en la robustez de clasificadores desarrollados después de llevar a cabo
el diagnéstico histopatolégico post HRMAS y control de calidad

espectral.

Estudio 3: comprobar los posibles efectos discriminatorios, con validaciéon
previa mediante diagnostico post HRMAS y control de calidad espectral, de los

clasificadores desarrollados en el estudio 2.

Los resultados obtenidos de los clasificadores llevados a cabo con un previo
control de calidad (descarte de casos por diagnostico post HRMAS no coincidente y
mala calidad espectral) se muestran en la tabla 4.8. Dichos casos, tal y como se
procedid en el caso del estudio 2, se adquirieron a dos temperaturas diferentes
(37° Cy 20 C) y dos secuencias de adquisicion diferentes (pulso y adquisicion y
espin eco). Las variables seleccionadas por el SC para esta clasificacion se marcan
con flechas en los espectros promedios de cada clase que se muestran en la figura
4.27.

Secuencia de Temperatura  Variables y asignacién metabdlica Acierto en el BER (%)
adquisicién (°C) conjunto de

entrenamiento (%)

Pulso y adquisicion e 1,71 ppm - Lisina 96 39,3
e 3,83 ppm - Glutation +
Etanolamina

o 273 ppm - NAA
e 1,67 ppm- ML
e 295 ppm - GABA

Pulso y adquisicién 37 . 2,048 ppm - GIx + ML 100 0
Espin eco 2 . 2,24 ppm - no asignado 87,5 22,6
. 3,42 ppm - Tau
Espin eco 37 e 2,75 ppm - Asp 100 0
. 2,94 ppm - GABA
2,83 ppm - Asp

Tabla 4.8. Resumen de los resultados obtenidos con el desarrollo de clasificadores con diferentes secuencias y
temperaturas de adquisicion, después del filtrado de casos por control de calidad. Asignacion tentativa del origen
de las resonancias segin el anexo 1y la tabla 1.1.
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Figura 4.27. Espectros HRMAS promedio de cada clase estudiada (GBM y M) visualizados en el programa SpectraClassifier. a) y b)
espectros promedio (en color lila) y desviacion estandar (en color amarillo) obtenidos con la secuencia de pulso y adquisicion a 20y 37¢
C respectivamente. c¢)y d) espectros promedio (en color lila) y desviacién estandar (en color amarillo) obtenidos con la secuencia espin
eco a 20y 37° C respectivamente. Las flechas indican los desplazamientos quimicos (en ppm) de las caracteristicas seleccionadas para
el desarrollo del clasificador (en el caso de caracteristicas muy cercanas, las flechas pueden llegar a verse superpuestas).

En la figura 4.28 se representa graficamente el porcentaje de acierto tanto

para el conjunto de entrenamiento como para el conjunto de testeo, ademas del

porcentaje de BER para este Gltimo. También se observa el nidmero 6ptimo de

variables seleccionadas en el sistema, indicado por una flecha.
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Figura 4.28. Gréaficas representando el porcentaje de acierto para el conjunto de entrenamiento (azul) y de testeo (rojo), ademas de BER
(negro). Las graficas (A) y (B) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de pulso y adquisicion a 20 y 37° C respectivamente,
mientras las gréficas (C) y (D) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de espin eco a 2°y 37°¢ C.
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El espacio latente generado por el analisis LDA de dichos clasificadores se
representa en la figura 4.29, donde se pueden observar los casos estudiados y su

clasificacion en las distintas clases evaluadas (GBM y M).
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Figura 4.29. Espacio latente generado por el andlisis LDA del conjunto de entrenamiento y testeo de los
clasificadores desarrollados con el programa SC para la determinacién de los posibles efectos discriminatorios
a diferentes temperaturas y secuencias de adquisiciéon, después de llevar a cabo el control de calidad por
andlisis histopatolégico post HRMAS y control de calidad espectral.

En la figura anterior (4.29), ademas de la visualizacion de la discriminacion
producida por los clasificadores de la tabla 4.9, podemos observar también los
casos erroneamente clasificados en las secuencias adquiridas a 2° C, mientras la
clasificacion obtenida a 37°C obtiene acierto en el total de los casos. En la figura
4.30 se muestran dos ejemplos de espectros pertenecientes a casos mal
clasificados por los clasificadores del estudio 3. En la figura 4.30A se aprecia un
caso de M que es clasificado por el sistema como GBM y en la figura 4.30B se

observa un caso de GBM que es clasificado como M, ambos adquiridos a 2° C.
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Figura 4.30 Casos clasificados erroneamente por los clasificadores desarrollos en el clasificador 3. A) M
clasificado como GBM con la secuencia pulso y adquisicion a 2¢ C. B) GBM clasificado como M con la secuencia
espinecoa TE =136 msy 20 C.

Podemos observar que el espectro de la figura 4.30A no refleja todas las
caracteristicas de un espectro tipico de meningioma. Comparando este espectro
con el patron tipico de la figura 4.20 y con el espectro promedio generado por
nuestro sistema (ver figura 4.27), observamos de manera cualitativa que en el
espectro que se muestra en 4.30A estan presentes senales correspondientes a ML
y ChCCp con sus distintos componentes las cuales estan generalmente

relacionadas con tumores gliales [152]. Por otra parte, en la figura 4.30B
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observamos un alto contenido de glicina, que aunque ha sido descrita como uno de
los valores de metabolitos que se pueden encontrar elevados en algunos
glioblastomas [153], no presenta una altura comparable en los espectros que
reflejan el universo de casos usado en este estudio (ver por ejemplo espectro tipico
de GBM en la figura 4.20 y el espectro promedio generado por el clasificador en
la figura 4.27). Cabe senalar, sin embargo, que esta variable no fue seleccionada
para el proceso de clasificacion. Ademas, ambos casos se clasificaron
correctamente a temperatura de 37°C debido probablemente a que la informacion
metabdlica obtenida, por ejemplo la visualizacion de los lipidos moviles, es mayor a

temperatura fisiologica.

4.6.2 Clasificadores desarrollados para datos adquiridos a 9,4T

Estudio 4: comprobar la posible variacion de los efectos discriminatorios en

biopsias cerebrales humanas debido a la irradiacion previa con FMW.

Los resultados obtenidos con los clasificadores desarrollados a 9,4T a partir
de biopsias con y sin irradiacion de FMW (segun se describe en la seccion 3.10.2)
se muestran en la tabla 4.9 y las variables seleccionadas para dicha clasificacion

se marcan con flechas en los espectros promedio de la figura 4.31.

Dichos espectros fueron adquiridos Gnicamente a 37°C, por haber sido la
que presentd en general el mejor rendimiento entre las dos temperaturas
estudiadas. Sin embargo, se continuaron adquiriendo los dos tipos de secuencia de

adquisicion.



Clasificador Caracteristicas seleccionadas Acierto en el BER (%)

conjunto de
entrenamiento
(%)

Pulso y adquisicion N-FMW 3,88 ppm - Asp 95,9 8,3

e 2,06 ppm - Glx + ML

Pulso y adquisicion FMW e 3,89 ppm- Asp 100 8,3
e 1,02 ppm- ML

Espin eco N-FMW e 2,40 ppm - Succinato 100 33,3
Espin eco FMW e 1,19 ppm-ML 92 8,3
e 4,00 ppm - Asparagina
+ml

Tabla 4.9. Resumen de los resultados obtenidos con el desarrollo de clasificadores para comprobar los posibles efectos
discriminatorios en biopsias cerebrales humanas con y sin irradiacion de FMW. Asignacion tentativa del origen de las
resonancias segln el anexo 1.
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Figura 4.31. Espectros HRMAS promedio de cada clase estudiada (GBM y M) visualizados en el programa SpectraClassifier. a) y
b) espectros promedio (en color lila) y desviacién estdndar (en color amarillo) obtenidos con la secuencia de pulso y adquisicién
a 37° C sin y con FMW respectivamente. c) y d) espectros promedio (en color lila) y desviacion estandar (en color amarillo)
obtenidos con la secuencia espin eco a 37° C sin y con FMW respectivamente. Las flechas indican los desplazamientos
quimicos (en ppm) de las caracteristicas seleccionadas para el desarrollo del clasificador.



En la figura 4.32 se representa graficamente el porcentaje de acierto tanto para el
conjunto de entrenamiento como para el conjunto de testeo, ademas del porcentaje de BER
para este Ultimo. También se observa el nUmero 6ptimo de variables seleccionadas por el
sistema, indicado con una flecha. Por otra parte, en la figura 4.33 se resumen graficamente
los resultados obtenidos al aplicar el clasificador desarrollado a la suma de todas las

biopsias disponibles.
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Figura 4.32 Gréaficas representando el porcentaje de acierto para el conjunto de entrenamiento (azul) y de testeo (rojo), ademas de
BER (negro). Las graficas (A) y (B) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de pulso y adquisicion a 37¢ C sin o con FMW
respectivamente, mientras las graficas (C) y (D) muestran los resultados obtenidos para la secuencia de espin eco a 37° C.
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Figura 4.33. Espacio latente generado por el anélisis LDA del conjunto de entrenamiento y testeo de los
clasificadores desarrollados con el programa SC para la determinacién de los posibles efectos discriminatorios

de muestras de biopsias con (FMW) y sin (N-FMW) irradiacion por FMW.

En la figura 4.34 se pueden observar algunos de los casos clasificados

errbneamente, tanto para el grupo irradiado como para el no irradiado.
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Figura 4.34 Espectros adquiridos a 9,4T y temperatura de 37° C de casos clasificados erroneamente por el
sistema en los clasificadores del clasificador 4. A) Caso N-FMW de M clasificado como GBM y B) Caso FMW de

M clasificado como GBM.

El caso de la figura 4.34A corresponde a un caso de M que se clasifico como

GBM por el clasificador que utilizaba muestras N-FMW.

Secuencia
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Se observa un espectro que no es consistente con los espectros representativos
de M (ver figura 4.20), principalmente por la presencia de una senal de Cr
relativamente intensa en comparacion con la senal de Ala, lo que no seria
compatible con un patron espectral tipico de meningioma. Dicho patron tipico
deberia reflejar relativamente poca presencia de Cr (en relacion Ala) segun lo
descrito por Tugnoli y col. [154]. Cabe destacar, sin embargo, que este caso fue
clasificado correctamente en el clasificador con biopsias irradiadas, lo que sugiere,
para ese caso, un efecto positivo de la irradiacion FMW en el desarrollo del
clasificador. En relacion al otro ejemplo de caso clasificado errbneamente (figura
4.34B), se observo con el clasificador con casos irradiados (FMW). En este caso,
podemos observar un espectro de una muestra de meningioma con caracteristicas
espectrales compatibles con esta patologia (ver figura 4.20C) que fue clasificado
como un GBM. En este caso es muy posible que la clasificacion errénea sea debida
a una baja resolucion espectral, quizas por falta de homogeneidad durante su
adquisicion. Sin embargo, dicho caso no fue descartado por los expertos
espectroscopistas en el control de calidad. También cabe senalar que este caso
también fue clasificado errébneamente en uno de los clasificadores realizados sin
irradiacion (N-FMW) y (espin eco 136ms) lo que sugiere que la irradiacion FMW no

fue un factor determinante que pudiese explicar su incorrecta clasificacion.

Discusion general del analisis de los espectros de HRMAS mediante

metodologias de reconocimiento de patrones

Poullet y col. [155] realizaron diversos estudios de clasificacion de tumores
cerebrales con el método LDA donde obtuvieron un 86,58% de acierto en un
conjunto de testeo independiente (1/3 del total de casos) para la discriminacion
entre glioblastomas y meningiomas (total de casos: GBM, n = 22 y M, n=9)
utilizando temperaturas bajas, entre O - 4° C. Este es un resultado similar al que se
ha descrito en esta tesis para el estudio 2, con el que obtuvimos un 88,60% de
acierto en el conjunto de entrenamiento, y un BER de 29,95% utilizando una
temperatura de 2° C con una muestra de casos mayor (glioblastomas, n = 47 y

meningiomas, n = 25). Avanzando un paso mas, nuestros resultados han mejorado



lo descrito por otros al desarrollar el mismo clasificador con la adquisicion de
espectros a la temperatura fisiolégica (37° C), donde obtuvimos un 95,40% de
acierto para el conjunto de entrenamiento al desarrollar el clasificador y un BER de

7,50% al evaluarlo mediante un conjunto de testeo independiente.

Con relacion a las variables relevantes para la discriminacion de GBM vs M,
distintos autores han descrito variables que coinciden parcialmente con lo
observado en esta tesis. Por ejemplo, Poullet y colaboradores utilizaron para su
discriminacion la senal a 3,88 ppm, asignada tentativamente como Asp; esta
variable también fue seleccionada por nuestro sistema para clasificaciéon entre
GBM y M, coincidiendo en la probable relevancia de esta senal en ésta
discriminacion. Ademas, autores como Erb y col. [152], que utilizaron muestras de
glioblastoma para evaluar las propiedades predictivas de su modelo de estudio en
su trabajo sobre grados de malignidad en oligodendrogliomas, observaron que los
metabolitos que mas contribuian a la discriminaciéon para la pregunta planteada
fueron ML, ChCCp, Tau, GIn, GABA, Cr entre otros. Algunas de estas senales
también fueron seleccionadas para la discriminacion entre GBM y M llevada a cabo
en esta tesis (ver tabla 4.7 y 4.9). Cabe senalar que aunque los autores en [152] no
estudiaron el mismo tipo de discriminacion, la superposicion parcial entre las
variables descritas por ellos y las descritas en esta tesis sugieren su posible

relevancia para la discriminacion entre tumores.

Los estudios 2, 3 y 4 proponen también la relevancia de variables en la
region de 2,05 y 2,10 ppm entre aquellas requeridas para la discriminacion
optimizada entre GBM vs M. Esta variable se asign6 tentativamente a Gix (Glu +
GlIn), el cual tiene una composicion de multiplete pudiendo estar distribuida en un
rango amplio de ppm, pero también puede tener una posible contribucion adicional
de ML. Tugnoli y col. [154] han sugerido que el Glu, entre otros metabolitos (GlIn,
Cho, ChCCp, Ala, Gly y Tau) es un componente habitual elevado de las biopsias de
los meningiomas, lo que podria explicar su seleccion en los clasificadores que
incluyeran esta clase en la discriminacion. Finalmente, Monledn y col. [156]
sugirieron los metabolitos Tau, ChCCp y Cr como marcadores de grado histologico
de tumores en sus estudios sobre meningiomas, lo que concuerda con los
resultados descritos en este apartado de la tesis y la relevancia de estas senales

en la clasificacion.



En lo que concierne a la temperatura de adquisicion, los resultados
obtenidos para los estudios 2 y 3 sugieren que se trata de un factor muy
importante y que puede influir en el rendimiento de los clasificadores desarrollados
para estos tipos de tumores cerebrales. En este sentido, los clasificadores
desarrollados con espectros adquiridos a temperatura fisiolégica parecen permitir
una mejor deteccion de resonancias de lipidos moviles que puede ser relevante
para dicha discriminacion sea de manera directa, como caracteristicas espectrales
seleccionadas, o indirecta, afectando la normalizacion “unit length” del resto de
resonancias. Con respecto a los ML, se ha demostrado en modelos celulares que
dichas resonancias pueden actuar como marcadores de la tasa de proliferacion
celular [157,158] aunque en tumores intactos y en sus biopsias, la contribucion de
posibles zonas necréticas y/o hipdxicas a dichas resonancias de ML no es
desdenable [159,160]. El resultado obtenido con los clasificadores a temperatura
fisiolégica podria ser parcialmente explicado por resultados publicados
anteriormente por nuestro grupo [117], en los que se ha descrito una mayor
visibilizacion de resonancias como ML y ChCCp al aumentar la temperatura de
registro de los espectros de HRMAS. Esto se deberia posiblemente al posible
cambio de fase observado con el aumento de temperatura de los ML contenidos en
goticulas lipidicas intra o extracelulares (descrito en [117]), y esta mayor visibilidad
parece contribuir al desarrollo de clasificadores, mejorando el rendimiento de la
discriminacion bilateral obtenida en este caso. Dicha contribucion, sin embargo, no
pareceria ser directa segln la mayor parte las variables seleccionadas en las
secuencias de tipo pulso y adquisicion, pero su efecto podria ser indirecto como se

ha comentado antes, a través de la normalizacion UL2.

Encuanto a las secuencias de adquisicion, los resultados descritos tanto
para los estudios 2 y 3 como para el estudio 4, apuntan a un mejor rendimiento
global (considerando el porcentaje de acierto y BER) para la secuencia pulso y
adquisicion en la clasificacion entre GBM y M, en comparacion con la secuencia de
espin eco. Esto podria ser debido a que el patron espectral observado en las
secuencias espin eco se ve afectado de manera substancial por dos parametros
principales: el T2 de las moléculas de estudio y el acoplamiento escalar “J” entre
protones de una molécula. Aunque inicialmente esto podria repercutir

positivamente en la discriminacion (por ejemplo, con la identificacion inequivoca



del lactato en las secuencias de espin eco a TE 136ms por su constante de
acoplamiento que lleva a su inversion en el espectro), parece ser que la pérdida de
informacion causada por la atenuacion/desaparicion de moléculas que presentan
un T2 muy corto (ML, macromoléculas) repercute de manera negativa en el
rendimiento global de dichos clasificadores. Por lo tanto, creemos que la
informacion metabdlica es mayor en los espectros obtenidos con la secuencia
pulso y adquisicion con respecto a los espectros obtenidos con la secuencia de
espin eco. Sin embargo, es importante una valoracion conjunta del efecto
secuencia de adquisicion + temperatura en el rendimiento global de los

clasificadores.

En este sentido, valorando conjuntamente la influencia de la secuencia de
adquisicion y de la temperatura en el rendimiento de los clasificadores, los
resultados que se obtuvieron durante el estudio 3 sugieren que la eficacia de los
clasificadores aumenta con los espectros obtenidos a 37° C, con ambas secuencias
de adquisicion. No asi con la temperatura de 2° C en que la secuencia de pulso y
adquisicion mejora su rendimiento en el conjunto de entrenamiento pero empeora
el porcentaje de BER en el conjunto de testeo (lo que se refleja en un peor
rendimiento de éste). Asimismo, la secuencia de espin eco también experimenta un
empeoramiento de su rendimiento cuando se utilizan los espectros adquiridos a 2°
C. Esto podria deberse, como ya comentado previamente, a que la movilizacion
aumentada de ciertos compuestos observada con la temperatura de 37° C tenga
un papel destacable en esta discriminacion. En efecto, para el clasificador
desarrollado con la secuencia de pulso y adquisicion a 37° C, la Unica variable
seleccionada coincide parcialmente con el rango de ppm de la senal de ML (cuya
movilizacion es relevante, como se ha comentado previamente). Tampoco se puede
despreciar el posible efecto de homogenizacion de los grupos que haya tenido lugar
después de la aplicacion de los criterios de control de calidad, lo que no

necesariamente tiene que reflejar un impacto positivo en la clasificacion.

El analisis histopatolégico post HRMAS fue posible en casi todos los casos,
lo que ya habia sido previamente descrito por Cheng y colaboradores [161] que
describieron en sus estudios que después de la adquisicion de espectros HRMAS a
30 C, con velocidades de giro entre 300 y 700 Hz era posible analizar la muestra

por histopatologia. Mahon y colaboradores [162,163] también encontraron que



después de sus estudios a 25° C con una velocidad de giro de 4500 Hz fue posible
llevar a cabo el analisis histopatologico. Resultados comparables fueron también
descritos en nuestros estudios previos [117]. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en ésta tesis, parece ser altamente recomendable llevar a cabo dicho
analisis de manera regular, para evitar clasificaciones erroneas de los casos debido
a un error de sampling de la muestra de histopatologia, cogiendo una parte del

tejido que no corresponda a la totalidad del tumor.

Por dltimo, con respecto a los resultados obtenidos con el clasificador para
comprobar los posibles efectos discriminatorios en biopsias cerebrales humanas
con y sin irradiacion de FMW (clasificador 4), se pudo observar un mejor
rendimiento del clasificador desarrollado con muestras irradiadas por FMW con la
secuencia pulso y adquisicion. En la figura 4.32B se observa como el clasificador
para la secuencia de pulso y adquisicion, utilizando s6lo dos variables, logra un
100% de acierto en el conjunto de entrenamiento y mantiene un promedio de 8,3%
de BER independientemente del nUmero de variables seleccionadas. También se
puede observar que el porcentaje promedio de BER aumenta para la misma
secuencia cuando se utilizan muestras N-FMW (14,18%, valor que se obtiene
promediando todos los valores individuales de BER). Estos resultados nos permiten
sugerir que el proceso optimizado en esta tesis, de irradiacion de las biopsias para
la preservacion de su patron espectral, no solo es eficaz para evitar el metabolismo
post mortem sino que ademas parece tener también un ligero efecto positivo en el
rendimiento de los clasificadores. En todo caso, su efecto no parece ser en ningin

caso perjudicial.

Ademas, se ha observado que la separacion entre los dos grupos en las
representaciones del espacio latente parece mas definida que en el grupo no
irradiado, aunque los casos parecen distribuirse de manera mas dispersa en el
espacio latente obtenido para su clasificacion. Estos resultados pueden estar
relacionados con la rapida inactivacion del metabolismo post mortem que es
importante para evitar los cambios en los metabolitos resultantes del periodo
isquémico [164]. Dichos cambios podrian introducir cierto “ruido experimental” y
variabilidad inesperada en este tipo de estudios, llevando a una discriminacion con
peor rendimiento. Bazinet y col. [165], en ese sentido, describieron una mejora de

sus resultados al reducir la variabilidad de mediciones basales de un



neurotransmisor en cerebro de rata, cuando utilizaron fijacion inmediata por FMW
después del sacrificio de una rata por decapitacion, en comparacion con resultados
obtenidos utilizando la misma fijacion 5 minutos después de del sacrificio. Esto
sugirio la conveniencia de considerar el uso rapido del método de irradiacion FMW

para eliminar las variaciones que se producen por isquemia post mortem.

Como resumen general, cabe comentar que los distintos pasos llevados a cabo
en este apartado de la tesis nos ha permitido estudiar y optimizar diferentes
aspectos relacionados a los clasificadores basados en reconocimiento de patrones
espectrales. Por una parte, en el estudio 1 se ha comprobado que el programa
SpectraClassifier, desarrollado en el GABRMN, fue capaz de replicar los resultados
obtenidos previamente en nuestro grupo con el programa R y con el mismo
conjunto de datos. En los estudios 2 y 3, se comprobd que el aumento de la
poblacion de casos, sobre todo si no se acompana del debido control de calidad,
muchas veces no tiene un impacto positivo en el rendimiento de un clasificador
concreto, lo que lleva al planteamiento de la necesidad de un estricto control de
calidad previo al desarrollo clasificadores similares. En nuestro caso, se han
descartado entre el 30% y el 50% de los espectros segun la patologia en estudio, lo
que también plantea la necesidad de trabajar con una poblacion elevada de
espectros, para que la realizacion del control de calidad no acabe imposibilitando la
consecucion de los clasificadores del estudio. Estos clasificadores también
aportaron informacion relevante sobre la influencia de la temperatura y la
secuencia de adquisicion en el rendimiento de un clasificador en concreto. Mas
especificamente, se pudo comprobar que, por lo menos en lo que concierne a los
casos estudiados en esta tesis, la temperatura fisioldgica (37° C) y la secuencia de
pulso y adquisicion son las que presentan mejores resultados de manera global.
Finalmente, en el estudio 4 se pudo optimizar el desarrollo de clasificadores para la
discriminacion entre GBM y M con la irradiacion de biopsias humanas
criopreservadas para minimizar posibles cambios post mortem, centrandonos en
las condiciones de adquisicion que mejores resultados habian producido en los
clasificadores anteriores, y se pudo comprobar que la irradiacion FMW no ejercia un

efecto negativo sobre la performance del clasificador.

Hacen falta mas estudios para profundizar, por un lado, y aplicar, por otro, lo

que se ha descrito en esta tesis, sobre todo utilizando grupos de patologias cuya



separacion sea conceptualmente mas dificil, como por ejemplo gliomas de distintos
grados 0 subtipos de glioblastomas. Sin embargo, es de esperar que las
optimizaciones y resultados logrados en esta parte de la tesis sirvan como el punto
de partida indispensable para la consecucion de dichos clasificadores en estudios

discriminativos mas complejos.



5. CONCLUSIONES
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Bloque 1. Conclusiones relativas al estudio de la influencia del método de
sacrificio en el patron espectral de HRMAS en cerebro de raton wt C57BL/6 y en el

modelo de infarto cerebral de rata

1. Se pusieron a punto los parametros experimentales para la correcta
realizacion del sacrificio de ratones por irradiacion de FMW y a partir de
esto, las estrategias para sacrificio por irradiacion de FMW en rata.

2. Se llevé a cabo un estudio exhaustivo por analisis de HRMAS en muestras
obtenidas de ratones wt C57BL/6 para determinar si el método de sacrificio
utilizado (sobredosis de anestesia vs. irradiacion por FMW) resultaba
determinante en la preservacion del patron espectral. Se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en metabolitos
relacionados con cambios post mortem como Lac, Ace y PCr.

3. Se logrd una estabilizacion del patron espectral en animales irradiados con
FMW en comparacidon con animales sacrificados por sobredosis de
anestesia. La presencia/ausencia de PCr elevada es un buen indicador de la
minimizacion de cambios post mortem ya que esta involucrada en el
metabolismo energético de tejidos con demanda fluctuante de energia. Se
ha observado un cociente de las alturas de las senales de PCr/Cr de 0,80 +
0,1 que es coherente con la estabilizacion del patrén espectral en la
colaboracion establecida al efecto.

4. La estabilidad del patron espectral en las adquisiciones efectuadas a lo
largo de 187 minutos de ratas con infarto sacrificadas por FMW es evidente.
No se han observado cambios superiores al de la PtdCho que presenté un
factor de cambio de 1,02 (0,02%). Esto nos proporciond la posibilidad de
realizar un estudio metabolémico completo y fiable por inactivacion de
enzimas como la cretina fosfoquinasa donde todos los cambios observados
se debieron tan solo a la presencia de infarto y no de metabolismo post

mortem en la muestra.



Bloque 2. Conclusiones relativas al estudio de la minimizacion de cambios
en el patrén espectral por irradiacion de muestras de tumores preclinicos (tumor

glial GL261) después de su extraccion y congelacion

1. Se ha puesto a punto un método intermediario de conservacion del patron
espectral llevando a cabo irradiacion FMW de muestras de tumor después
de su extraccion y congelacion. Dicho método pretendia poder aplicarse a
las biopsias humanas para preservacion de su patron espectral durante
adquisiciones HRMAS a temperatura fisiolégica, imposible de lograr por
intermedio de otro método.

2. Este método aseguré una estabilidad del patron espectral casi absoluta y
muy consistente, en comparaciéon con las muestras que no fueron
sometidas a la irradiaciébn, que mostraron cambios estadisticamente
significativos (p < 0,05) por ejemplo en el caso del acetato, N-acetil aspartato,
colina y fosfocolina.

3. Se realizaron comprobaciones por analisis de alturas de los vectores
espectrales y por analisis de las areas calculadas por integracion de los
metabolitos con cambios mas significativos en ausencia de irradiacion. El
cambio mas relevante observado en las muestras no irradiadas se produjo
en la senal a 3,19 ppm, que aumentd alrededor de 1,7 veces a lo largo de
los 374 minutos de adquisicion HRMAS a 37° C, ademas de un aumento de
1,1 veces en la senal de fosfocolina a 3,21 ppm. La senal de GPCho a 3,23
ppm disminuydé hasta un 90% de su valor inicial. Otra variacion importante
tuvo lugar en la intensidad del Ac a 1,90 ppm, con un aumento de 1,5 veces
en su senal. Por otro lado, no hubo variacion apreciable en el caso de
muestras irradiadas con FMW.

4. El método desarrollado se aplico6 a muestras de biopsias humanas de
glioblastomas y meningiomas para el estudio de la influencia de la
irradiacion por FMW en el desarrollo de clasificadores automaticos de

reconocimiento de patrones utilizando espectros HRMAS.



Bloque 3. Conclusiones relativas al estudio y desarrollo de clasificadores

automaticos de reconocimiento de patrones espectrales utilizando espectros de

HRMAS: prueba de concepto para distincion entre glioblastomas multiformes y

meningiomas.

1.

Se ha puesto a punto el método de desarrollo de clasificadores automaticos
de reconocimiento de patrones espectrales utilizando el programa
SpectraClassifier, donde se ha llevado a cabo una prueba de concepto
inicial reproduciendo clasificadores previamente desarrollados en el grupo,
lograndose resultados similares que han reflejado la simplicidad y robustez
del nuevo sistema.

Se han estudiado clasificadores a distintas temperaturas y secuencias de
adquisicion, en una poblacién considerable de casos (GBM n=47 y M n=25).
No obstante no se ha logrado reproducir los porcentajes de acierto
previamente logrado con este tipo de clasificadores en nuestro grupo. No se
logré ningln porcentaje de acierto superior a 95,50% con el grupo de
entrenamiento, y ningun BER inferior al 7,5%.

Se ha comprobado que el aumento de la poblacién de casos, sobre todo si
no se acompana del debido control de calidad en dichos casos, muchas
veces no tiene un impacto positivo en el rendimiento de un clasificador
concreto, lo que llevod al planteamiento de un estricto control donde se han
descartado entre el 30% y el 50% de los casos inicialmente utilizados.

Se ha repetido el clasificador utilizando distintas secuencias y temperaturas
de adquisicion una vez realizado el control de calidad de los espectros
incluidos y se obtuvo un 100% de acierto en el grupo de entrenamiento en
las dos secuencias a 37° C. Por otro lado, el BER fue mas elevado en las
adquisiciones realizadas a 2° C. Esto nos llevd a concluir que las secuencias
que se adquieren a 37° C son mas adecuadas para el desarrollo de
clasificadores de este tipo y permiten un mejor analisis de ciertos
componentes como los lipidos méviles y compuestos de colina.

El desarrollo de clasificadores con muestras que habian sido previamente
irradiadas con FMW presentd un mejor rendimiento (100%) con la secuencia
pulso y adquisicion en comparacion con el clasificador que utilizaba
espectros de biopsias irradiadas (95,9%). El BER, no obstante, fue igual en

ambos casos. Respecto a la secuencia espin eco, el grupo de biopsias no



irradiadas presentdé un 100% de acierto en el conjunto de entrenamiento,
aunque con un BER elevado (33,3%), mientras que el grupo de biopsias
irradiadas presenté un 92% de acierto y un BER de 8,3%.

Las variables escogidas para la clasificacion son coherentes con lo esperado
para estos tipos de tumorales y reflejan la presencia de lipidos moéviles en
muchos casos (tipicos de tumores agresivos como los glioblastomas) y
glutamato/glutamina, compuestos de colina y alanina (tipicos de tumores
meningeales). Esto sugiere que el sistema de clasificacion detecta
correctamente elementos caracteristicos en el patron espectral y los aplica

adecuadamente para la separacion de los grupos.
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7. ANEXOS



Anexo 1. Desplazamiento quimico de algunos de los principales
metabolitos detectados por ERM y HRMAS.

Metabolito Abreviatura Desplazamiento quimico  Grupo
(ppm)

Lipidos moviles ML 0,90 CH3
1,29 (CHy)n
1,59-1,60 CH,CC=0
2,02 CH,C=
2,24 CH,C=0
2,78 =CCH,C=
5,30-5,32 CH=CH

Isoleucina lle 0,94 8-CH;
1,02 y-CHs
1,29-1,48 y-CH,
1,97 B-CH
3,69 o-CH

Leucina Leu 0,95 8-CH;
0,97 8-CH3
1,70 y-CH
1,72 B-CH,
3,74 o—CH

Valina Val 0,99 y—CH;
1,04 y-CH,
2,25 B-CH
3,61 o-CH

Treonina Thr 1,33 y-CH3
4,26 B-CH
3,60 a-CH

Lactato Lac 1,33 CHs
4,11 CH

Alanina Ala 1,46 B-CH;
3,78 o-CH

Acetato Ace 1,92 CH;C=0

N — acetil aspartato Naa 2,02 NC=0CH;
2,49 B—CH,
4,38 o-CH

Lisina Lis 3,02 e—CH,
1,71 8—CH,
1,48 y—CH,
1,91 B—CH,
3,79 o—CH

Arginina Arg 3,23 8-CH,
1,69 y-CH,
1,92 B-CH,
3,78 a—CH

Glutamato Glu 2,36 v-CH,
2,06, 2,14 B-CH,
3,77 o-CH

Glutamina Gln 2,44 v-CH,
2,14 B-CH,
3,78 a-CH

Prolina Pro 3,43, 3,34 6-CH,

2101 'Y'CHZ



2,34, 2,07 B-CH,

4,12 o-CH
Acido aspartico Asp 2,68, 2,82 B-CH,
3,90 o-CH
Asparagina Asn 2,85, 2,96 B-CH,
4,01 a-CH
Creatina Cr 3,03 NCH3
3,93 CH,
Fosfocreatina PCr 3,04 NCH,
3,95 CH,
Tirosina Tyr 3,06, 3,20 [-CH,
3,93 a-CH
Fenilalanina Phe 3,11, 3,28 [-CH,
3,99 o-CH
Etanolamina Etanolamina 3,15 CH,
3,82 CH,
Colina libre Cho 3,19 N(CH3)3
3,53 NCH:2
4,08 OCHz2
Fosfocolina PCho 3,21 N(CH3)3
3,61 NCH,
4,22 OCH,
Glicerofoscocolina GPC 3,23 N(CHs)3
3,68 NCH:2
4,33 OCHz2
Fosfatidilcolina PtdCho 3,25 N(CHs)s
Taurina Tau 3,26 SCH,
3,42 NCH,
Mio-inositol ml 3,53 1,3-CH
4,06 2-CH
3,63 4,6-CH
3,29 5-CH
Glicina Gly 3,53 CH,
Glicerol Glicerol 3,56, 3,65 1- CH,
3,81 2-CH
B-Glucosa B-Glucosa 4,67 1-CH
3,26 2-CH
3,49 3-CH
3,40 4-CH
3,47 5-CH
a-glucosa a-glucosa 5,24 1-CH
3,54 2-CH
3,73 3-CH
3,42 4-CH
Glutation (reducido) GSH 4,57 a-CH-Cys
2,96 B-CH,-Cys
3,80 a-CH-Glu
2,16 B-CH,-Glu
2,55 y-CH,-Glu
3,77 CH,-Gly
Serina Ser 3,96 1,3-CH,
3,84 2-CH
Acido y-aminobutirico GABA 3,01 2-CH,
1,88 3-CH,
2,28 4-CH,

Tabla 7.1. Desplazamiento quimico de los principales metabolitos en el cerebro detectados por HRMAS
[117,149,29] en el parénquima cerebral normal y en tumor.



TUMOURS OF NEURCEPITHELIAL TISSUE

Astrocytlc tumours
Diffuss astrocyloms B400/3'!
Fibrillary astrocyioma 423003
Protoplasmic asirocyloma 841043
Gomistocytic astrotylema 84111
Anaplastic astrocyloma 84015
Glioblaesioma =8 B ]
Giani coll globlasioma 844173
Gliosarcoma Ba423
Pilocylie astrocyloma 942111
Plaomorphic xanthoasirocyloma 42473
Subependymal glan cell AStOCyiHma B3E4N
Oligodandroglial tumours.
Oligodendroglioma B450E
Anaplastic oligedendroghoma 845173
Mized gliomas
o Qamea
Anaplastic oligoastrocyioma S382F
Epandymal lumours
Ependymama B381/3
Cellular 8331/3
Pagillary 2k ek T
Cliaar call 83913
83813
Anaplastic spendymoma B3GR
Myxopapillary ependymoma 8304
Subependymoma 83830
Choroid plexus lumours
Chomoid plesus papilioma A0
Choroid plesus carcinama aEmE
Gllal tumours of uncertain origin
Astroblasioma B33
Gliomatosis cenpbl QA3
Chordold glioma of the 3 venirichke St
oockes of e mmw oF Dhetabdtirs
- ﬂ'-:#-lﬂr (ICD-03) and the Sy of
Mladicna (BNORMED). Dohavicur 16 coded 1 for befgn umors,
18 e i O LNCBMRN MABGNARE PORN Cf BTN malignancy,
i /2 Fof i i ondl and J'Jl:-'ll'illﬂ'l-ll'l
' Tha N prop for T

thied ko of IGD-0 Tmmhhmmmww
vy ey et inn of 000, bud hiry are sebpect 10 changs

Anexo 2. Clasificacion de tumores del sistema nervioso central [35]

Heuronal and mixed neuronal-glial iumaurs

Gangliocyloma

Dryaplastic ganglocytoma ol cerebellum

{Lhasrmiitbe-Duclos) 24530

Desmopiastic infantile

astrocytoma | ganghioglioma 41201

Dysembryoplastc neurcepithelial lumour 947130

lioma feh05M

Anaplasiic ganglioglicma g5053

Central neurocyioma SE081T

Carebedlar liponaurocyioma 25061

Paraganglioma al 1he filum bedminabs BE30M

Heuroblastic lumaurs

Cifactory nauroblasioma

(Aesthesionaurcbiasioma) #6223

Cifactony neuroepEhesoma 85233

Neuroblasiomas of the adrenal gland

and sympathetic nervous sysiem 850073

Pineal parenchymal tumours

Pineocytoma faG1N

Pimablassoma 538273

Pingal paranchymal umaur of

Imtermadiate differantiation SAE2T

Embryonal tumours

Madulloepithalioma 950173

Epondymaoblasioma 939213

Madulicbiazioma 4703
Desmoplastc medulloblasioma 4713
Large cell medulioblastoma Baay
Medullomyoblasioma 84723
Medanalic medullcblasioma 4705

. sal et

neuneciodenmal tumour (PHET) B4TAI
Ngyroblasioma D003
Ganglionauroblasioma Ba903

Atypacal teraiodhaboeid tumaur 950873

TUMOURS OF PERIPHERAL NERVES

Schwannoma

(Merurilemmoma, Mewinarma) SE80/0
Collular S50
Pliesifonm G560
Madangtic SSE00
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Neurofibroma 9540/0
Plexiform 9550/0
Perineurioma 9571/0
Intraneural perineurioma 9571/0
Soft tissue perineurioma 895710
Malignant peripheral nerve
sheath tumour (MPNST) 9540/3
Epithelioid 9540/3
MPNST with divergent mesenchymal
and / or epithelial diferentiation 9540/3
Melanotic 9540/3
Melanotic psammomatous 9540/3
TUMOURS OF THE MENINGES
Tumours of meningothelial cells
Meningioma 953010
Meningothekial 95310
Fibrous (fibroblastic) 95320
Transitional (mixed) 9537/0
Psammomaltous 9533/0
Angiomatous 9534/0
Microcystic 95300
Secretory 895300
Lymphoplasmacyte-rich 95300
Metaplastic 95300
Clear cell 9538/1
Chordoid 9538/1
Atypical 9539/1
Papillary 9538/3
Rhabdoid 9538/3
Mesenchymal, non-meningothelial tumours
Lipoma 88500
Angiolipoma 88610
Hibernoma 8880/0
Liposarcoma (intracranial) 885013
Solitary fibrous tumour 88150
Fibrosarcoma 881073
Malignant fibrous histiocytoma 883013
Leiomyoma 8890/0
Leiomyosarcoma 8890/3
Rhabdomyoma 8900/0
Rhabdomyosarcoma 890013
Chondroma 9220/0

Chondrosarcoma

Osteoma

Osteosarcoma

Osteochondroma

Haemangioma

Epithelioid haemangioendothelioma
Haemangiopericytoma

Angiosarcoma
Kaposi sarcoma

Primary melanocytic lesions
Diffuse melanocytosis

Mel

Malignant melanoma
Meningeal melanomatosis

Tumours of uncertain histogenesis
Haemangioblastoma

9220/3
9180/0
9180/3
92100
9120/0
91331
91501
9120/3
914073

8728/0
8728/1
872013
8728/3

91611

LYMPHOMAS AND HAEMOPOIETIC NEOPLASMS

Malignant lymphomas

Granulocytic sarcoma

GERM CELL TUMOURS

Germinoma
Embryonal carcinoma
Yolk sac tumour
Choriecarcinoma
Teratoma
Mature
Immature
Teratoma with malignant transformation
Mixed germ cell tumours

TUMOURS OF THE SELLAR REGION
Craniopharyngioma
Adamantinomatous
Papillary
Granular cell tumour

METASTATIC TUMOURS

9590/3
97313
9930/3

9070/3
907113
91003

93501
9351/1
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Anexo 3. Recogida y almacenamiento de biopsias

SCHWANNOMA SUBEPENDIMOMA

OTROS GLIOMA
NEUROCITOMA ;
UROCITO ANAPLASICO

(adenoma/meduloblastoma/
craneofaringioma/linfoma/

histiocitosis) \

GLIOMA DE BAJO
GRADO

METASTASIS

DIAGNOSTICO AUN
NO DISPONIBLE

Biopsias recogidas durante el periodo 2009 -2011

MENINGIOMA

Figura 7.1. Esquema de la distribucion tipolégica de las iopsias recogidas durante el periodo 2009 - 2011. Se

indica su patologia.

TOTAL DE BIOPSIAS RECOGIDAS 242
GLIOMA ANAPLASICO 12
METASTASIS 27
MENINGIOMAS 48

GBM 34

DIAGNOSTICO AUN NO DISPONIBLE 89
GLIOMA DE BAJO GRADO 15
OTROS 6

(Adenoma/Meduloblastoma/Craneofaringioma/Linfoma/Histiocitosis)

SCHWANNOMA 5
SUBEPENDIMOMA 3
NEUROCITOMA 3

Tabla 7.2. Distribucién nlimerica del total de biopsias recogidas durante el periodo 2009 - 2011.
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Anexo 4. Hoja de informacion para el proyecto |1+D+l de estudio de

lesiones cerebrales

En breve se le practicara una operacion quirlrgica que usted debera autorizar. La
muestra de tejido obtenida sera sometida a analisis en el Servicio de Anatomia Patol6gica
del Hospital.

Nuestro hospital participa conjuntamente con la Universidad Auténoma de
Barcelona en un proyecto europeo (de ayuda al diagnéstico y pronéstico de lesiones
cerebrales) que pretende una mejora de los métodos de diagnéstico en enfermedades
como la suya. Para ello querriamos solicitarle que autorizara que la parte de la biopsia que
no sea necesaria para el analisis por Anatomia Patolégica pueda ser utilizada para ser
analizada en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de dicha Universidad
juntamente con la resonancia magnética que le ha sido practicada. Sus datos clinicos
seran almacenados en la base de datos del proyecto de forma anonimizada para preservar
en todo momento su derecho a la privacidad.

Dicho estudio no le supondra ningln inconveniente ni afectara la asistencia que
reciba, aunque puede ayudar a mejorar el diagnéstico futuro en otros pacientes. Sus datos
seran utilizados siempre de forma totalmente confidencial y anénima.

Su participacion es totalmente voluntaria y si se niega a participar no se vera
afectada la calidad de la atencién que reciba.

Una vez dado su consentimiento puede retirarse del estudio cuando quiera, sin
tener que explicar sus motivos y sin que ello afecte a la asistencia que reciba.

Estamos a su disposicion para cualquier pregunta o aclaracion que desee.
Si acepta participar en el estudio, le rogamos firme el modelo que se adjunta.

Proyecto de estudio de lesiones cerebrales

Yo,

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1) Cuando quiera; 2) Sin tener que dar explicaciones; 3) Sin que esto repercuta en mis
cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
Fecha: Firma:
Firma de la Persona Autorizada por el Paciente para que le Represente en la Historia

Clinica: DNI:




Anexo 5. Programas de pulsos de las secuencias utilizadas para la

adquisicion de espectros HRMAS

5.1 Secuencia de pulso de adquisicion con presaturacion de agua.

;Zgpr

;avance-version (02/05/31)

;1D sequence with f1 presaturation
#include <Avance.incl>

"d12=20u"

1ze
2 30m

di12 pl9:fi

d1 cw:fl ph29

4u do:fl

di12 pl1:f1

pl phl

go=2 ph31

30m mc #0 to 2 FO(zd)
exit

ph1=02201331
ph29=0
ph31=02201331

:pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;P19 : f1 channel - power level for presaturation
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d12: delay for power switching [20 usec]
:NS: 1 * n, total number of scans: NS * TDO

;$1d: zgpr,v 1.7 2002/06/12 09:05:24 ber Exp $

5.2 Secuencia de espin eco (TE = 136ms)

;jrhard
spin(jump and return)-echo pulse sequence with presaturation

d12 =20 us
d13 =4 us
2=p1l
p3=pl*2
1ze

2d1

d12 pl9:f1
pl8:f1 ph29
di3



di2 pl1:f1
pl:f1 phO
d2

p2 phl

d3

p3 ph2

d3

go=2 ph31

wr #0

exit
ph0=0000111122223333
phl1=2222333300001111
ph2=0123123023013012
ph29 =0
ph31=0202131320203131
-OUTPUT POWERS
pll: transmitter high power level (0OdB)

pl9: transmitter low power level (50dB) for presat
-DELAYS
d1: relaxation delay (3-5 times T1%*)

d2 : delay to select max irradiation point, symmetrical with respect to 01 (133us is
OK for max irradiation at 1.33 ppm with respect to water signal)

d3 : half echo time (68 ms is OK for lactate signal to be inverted)

d12: short delay to change power (20us)

d13: short delay to allow for recovery (3us)

-PULSES

pl: 90deg pulse

p2 : 90deg pulse (finely adjust to optimize null excitation at 01
p3 : 180deg pulse

p18: presaturation pulse (ie 1.5sec)

-ACQUISITION COMMENTS -

set O1 on resonance with the frequency where null excitation is desired. The pulse
sequence results in a sin excitation profile, with opposite signs at each side of 01,
ata

distance (in Hz) of

d=1/(4*d2)

-PROCESSING COMMENTS

hence, when phasing the spectrum beware that ie peaks upfield of O1 will be
positive and peaks downfield from O1 will look negative



Anexo 6. Desarrollo de clasificadores de biopsias de tumores

cerebrales humanos

) DIAGNOSTICO POST
BIOPSIA DIAGNOSTICO ORIGINAL HRMAS HOSPITAL

509 GBM GLIOBLASTOMA
824 GBM GLIOBLASTOMA
786 GBM GLIOBLASTOMA
963 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO
1107 GBM GLIOMA
824 GBM GLIOBLASTOMA
1080 GBM GLIOBLASTOMA
792 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO
829 GBM SIN TEJIDO
934 GBM NECROSIS
988 GBM NECROSIS
1061 GBM GLIOBLASTOMA
725 GBM GLIOMA
1061_bis GBM GLIOBLASTOMA
969 GBM GLIOBLASTOMA
1107_bis GBM SIN TEJIDO
835_bis GBM SIN TEJIDO
989 GBM SIN TEJIDO
986 GBM NO DISPONIBLE
945 GBM NO DISPONIBLE
1076 GBM NO DISPONIBLE
413 GBM NO DISPONIBLE
992 GBM NO DISPONIBLE
342 GBM NO DISPONIBLE
418 GBM NO DISPONIBLE
824 _bis GBM NO DISPONIBLE
361 GBM NO DISPONIBLE
779 GBM NO DISPONIBLE
900 GBM NO DISPONIBLE
923 GBM NO DISPONIBLE
504 GBM NO DISPONIBLE
1105 MM MENINGIOMA
1033 MM MENINGIOMA
1043 MM MENINGIOMA
1052 MM MENINGIOMA
1066 MM MENINGIOMA
1071 MP MM
1187 MT MM
1162 MT MM
1193 MM MM
1192 MM MENINGIOMA
1146 MM DURAMADRE
897 MM DURAMADRE
1152 MM DURAMADRE
907_bis MT MM
907 MT MM
873 MM NO DISPONIBLE

Tabla 7.3. Muestras correspondientes al conjunto de entrenamiento (31 GBM y 16 M) del estudio 2. “No
disponible” se refiere a que no se llevé a cabo el diagnéstico histopatoldgico post HRMAS en el momento del
desarrollo del clasificador. “Sin tejido” significa que el patdlogo no pudo llevar a cabo el diagnéstico ya que la
muestra observada en la placa no era suficiente para evaluar el diagnéstico. GBM = glioblastoma, MM =
meningioma meningiotelial, MF = meningioma fibroso, MP = meningioma psamomatoso, MT = meningioma
transicional. El nimero de biopsia corresponde al codigo interno UAB.



) DIAGNOSTICO POST
BIOPSIA DIAGNOSTICO ORIGINAL HRMAS HOSPITAL

502 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO
515 GBM GLIOMA
520 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO
1341 GBM GLIOMA
1075 GBM GLIOBLASTOMA
1095 GBM GLIOBLASTOMA
963 GBM GLIOBLASTOMA
1050 GBM NO DISPONIBLE
1103 GBM NO DISPONIBLE
1107 GBM NO DISPONIBLE
931 GBM NO DISPONIBLE
1095 GBM NO DISPONIBLE
1103 GBM NO DISPONIBLE
1107 GBM NO DISPONIBLE
824 GBM NO DISPONIBLE
681 GBM NO DISPONIBLE
1105_bis MM NO DISPONIBLE
1109 MM NO DISPONIBLE
1178 MM MM
1154 MM MM
1086 MM MM
872 MP MP
1342 MM NO DISPONIBLE
1197 MP NO DISPONIBLE
1087 MP NO DISPONIBLE

Tabla 7.4 Muestras correspondientes al conjunto de testeo (31 GBM y 16 M) del estudio 2. “No disponible” se
refiere a que no se llevo a cabo el diagnéstico histopatoldgico post HRMAS en el momento del desarrollo del
clasificador. “Sin tejido” significa que el patélogo no pudo llevar a cabo el diagnéstico ya que la muestra
observada en la placa no era suficiente para evaluar el diagnéstico. GBM = glioblastoma, MM = meningioma
meningiotelial, MF = meningioma fibroso, MP = meningioma psamomatoso, MT = meningioma transicional. El
ndmero de biopsia corresponde al codigo interno UAB.



Casos utilizados para el desarrollo de clasificadores a 11,7 T, en el estudio del

aumento de la poblacion de casos con diferentes secuencias y temperaturas de

adquisicion y control de calidad (estudio 3).

DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO POST DIAGNOSTICO POST
BIOPSIA ORIGINAL HRMAS HOSPITAL HRMAS UAB
725 GBM GLIOBLASTOMA GLIOMA
GLIOMA DE ALTO
824 GBM GLIOBLASTOMA GRADO
835 GBM GLIOBLASTOMA GLIOMA
779 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO GLIOMA
900 GBM GLIOMA GLIOMA
GLIOMA DE ALTO
923 GBM GLIOBLASTOMA GRADO
GLIOMA DE ALTO
1080 GBM GLIOBLASTOMA GRADO
GLIOMA DE ALTO
792 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO GRADO
829 GBM SIN TEJIDO GBM
934 GBM NECROSIS NEOPLASIA GLIAL
988 GBM NECROSIS NEOPLASIA GLIAL
1061 GBM GLIOBLASTOMA NEOPLASIA GLIAL
1107 GBM GLIOMA NEOPLASIA GLIAL
969 GBM GLIOBLASTOMA NEOPLASIA GLIAL
989 GBM GLIOBLASTOMA NEOPLASIA GLIAL
1105_bis MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1087_bis MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1087 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1092 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1093 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1062 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1046 MP MM MM
907 MT MM MM
872 MT MM MM
1071 MM MM MF

Tabla 7.5. Muestras correspondientes al conjunto de entrenamiento (15 GBM y 10 M) con la implementacion
del control de calidad de los expertos espectroscopistas y el andlisis post HRMAS UAB. MM = meningioma
meningiotelial, MF = meningioma fibroso, MP = meningioma psamomatoso, MT = meningioma transicional. El
ndmero de biopsia corresponde al c6digo interno UAB.



DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO POST DIAGNOSTICO POST

BIOPSIA ORIGINAL HRMAS HOSPITAL HRMAS UAB

1061 _bis GBM GLIOMA DE ALTO GRADO GBM

835_bis GBM GLIOMA NEOPLASIA GLIAL
986 GBM GLIOMA DE ALTO GRADO GBM
945 GBM GLIOMA GBM
413 GBM GLIOBLASTOMA GBM
992 GBM GLIOBLASTOMA GBM
342 GBM GLIOBLASTOMA GBM
1105 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
1097 MM MENINGIOMA MENINGIOMA
872 MM MM MF
1090 MM MM MM
1182 MM MM MM
966 MP MP MP

Tabla 7.6. Muestras correspondientes al conjunto de testeo (7 GBM y 6 M) con la implementacion del control
de calidad de los expertos espectroscopistas y el post HRMAS UAB. MM = meningioma meningiotelial, MF =
meningioma fibroso, MP = meningioma psamomatoso, MT = meningioma transicional. El nimero de biopsia
corresponde al cédigo interno UAB.





