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Objetivos

INTRODUCCIÓN
La infiltración peritumoral es característica de los tumores gliales de alto grado y se produce a través de un proceso conocido como cooptación vascular, por la cual las células tumorales infiltran y contorsionan a los vasos sanguíneos. 
Las bases moleculares y celulares de cooptación son actualmente desconocidas.
La microvasculatura cerebral normal está compuesta de capilares sanguíneos, que consisten en células endoteliales rodeadas de pericitos, que son células contráctiles que normalmente regulan el tono y la morfología del vaso.  Son también células pluripotenciales con propiedades de células madre y por tanto, son buenos candidatos para desempeñar el papel de mediadores de la cooptación vascular y la respuesta del cerebro del tumor.  La función conocida hasta ahora de los pericitos era mantener la integridad del vaso y controlar el flujo cerebral. Existen evidencias de que son reguladores de la inmunidad innata, así dependiendo del contexto pueden mediar tanto en funciones pro-inflamatorias de defensa como en
respuestas anti-inflamatorias a tumores malignos como el GBM, que incluye la inhibición de la función de células T y la inmunosupresión local. Los pericitos cerebrales han demostrado tener un comportamiento de macrófagos en cultivos, con secreción de citoquinas tales como IL-1 beta, TNF-alfa e IL-6.
Teniendo en cuenta que las células inmunes contribuyen a la progresión tumoral, los pericitos podrían desempeñar un papel crítico para el control local de la cooptación vascular y la modulación del sistema inmune. Fig.2
 
Recientemente se ha descubierto que las células madre del GBM pueden diferenciarse en pericitos tumorales durante el proceso de angiogénesis. No obstante, a pesar de que los últimos estudios subrayan el papel de los pericitos en la formación de nuevos vasos, muy poco se conoce a cerca de la función del pericito en la cooptación vascular que precede a la infiltración tumoral. Fig. 24
 

En nuestro proyecto, hemos obtenido muestras de tejido peritumoral de GM en quirófano que previamente habían sido seleccionadas a partir del estudio de imagen de RM.
Las muestras de tejido se han utilizado para investigar los mecanismos celulares por los que la células del GBM exploran el tejido vascular circundante para promover la supervivencia e invasión vascular.
 
OBJETIVOS PREVISTOS: 
1. Valorar la infiltración peritumoral de los tumores de alto grado mediante RM avanzada difusión (DWI), tensor de la difusión (DTI), espectroscopia multivoxel y perfusión.
2.  Valorar la alteración en la microvasculatura cerebral peritumoral en relación con los pericitos, así como la respuesta inmunológica. 
3. Buscar marcadores radiológicos reproducibles en la infiltración tumoral que puedan correlacionarse con las alteraciones inmuno-histoquímicas estudiadas en la pieza quirúrgica.Imágenes en esta sección:
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Fig. 1: HCUVA
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Fig. 2: Señales de cooptación en las células tumores. El modelo de doble señal explica la relación de las células de GM tipo salvaje (verde) e iCdc42 (verde claro) con los pericitos contráctiles (célula blanca del centro) en la progresión tumoral. Azul, macrófago-pericito; rosa y blanco, pericitos activados y con coaptación, respectivamente.
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Fig. 24: Cooptación vascular.

Material y métodos

Tipo de estudio

Estudio prospectivo que incluyó a 32 pacientes con diagnóstico radiológico compatible con GM evaluados desde mayo de 2014 hasta junio de 2015, incluyendo 17 hombres y 15 mujeres, en un rango de edad de 14 a 87 años.
De los 32 pacientes, 30 de ellos fueron confirmados histológicamente como GM (grado IV de la OMS) mediante resección quirúrgica o biopsia.
En 2 casos el diagnostico radiológico fue no concluyente: linfoma, infarto cerebral subagudo.
 
Criterios de inclusión

• Que el paciente no tomara corticoides previo a la realización del estudio de RM.
• Pacientes mayores de 11 años con diagnóstico radiológico compatible con glioblastoma multiforme.
• Pacientes que fueran a ser operados por el Servicio de Neurocirugía del HCUVA.
• Que la zona marcada radiológicamente fuera accesible para el neurocirujano y no supusiera un riesgo añadido para el paciente (regiones elocuentes o vitales del cerebro).
• Que se dispusiera del consentimiento informado de depósito de muestras de laboratorio de nuestro Hospital.

 Criterios de exclusión:
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• Que el paciente no fuera candidato a cirugía, bien por su estado basal o porque el tumor no fuese accesible quirúrgicamente.
• Que la zona de interés marcada radiológicamente no fuese accesible quirúrgicamente o supusiese algún riesgo añadido para el paciente.
• Que el paciente, testigo o tutor responsable se negase a participar en el estudio.
• Revocación del consentimiento.

 
PROYECTO GLIO
Mediante técnicas de RM avanzada se seleccionó la zona peritumoral con mayor infiltración radiológica. Durante el acto quirúrgico, el neurocirujano nos proporcionaba la muestra de la zona seleccionada, siempre que fuera posible y no supusiera un riesgo añadido para el paciente. Después trasladábamos las muestras al laboratorio para iniciar el procesado del tejido.
 
RECOGIDA DE DATOS:
EVALUACIÓN DE LAS IMÁGENES DE RM
Las imágenes se obtuvieron con una resonancia magnética (RM) de 1.5T (New Intera Nova, Philips Medical Systems, Best, the Netherlands).
RM CEREBRAL CONVENCIONAL. La RM cerebral incluyó las siguientes secuencias sagital T1, axial T2, axial FLAIR, axial T1, axial eco gradiente T2, coronal T2, axiales DWI b1000 y b2500 y administración de contraste iv con adquisición axiales 3DT1 y supresión grasa T1. Figuras 3 y 4. 
En la RM convencional se analizaron los siguientes hallazgos (Figura 5). 

• Localización (derecho/izquierdo, lóbulos: frontal, parietal, temporal u occipital)
• Edema
• Efecto masa
• Homogenicidad/heterogeneidad en secuencias T2
• Necrosis/quistes en su interior
• Bordes definidos en secuencia T1 con contraste iv
• Tamaño (diámetro máximo del tumor en los tres planos del espacio: axial, coronal y antero-posterior)
• Patrón infiltrativo
• Realce con contraste iv
• Áreas de vacío de señal en secuencias T2.

TÉCNICAS DE RM AVANZADA 
(Figuras 6 y 7)
Las diferentes técnicas de RM avanzada (difusión, perfusión, tractografía y espectrospcopia multivoxel) fueron procesadas en la estación de trabajo por dos radiólogos distintos, y se limitó el estudio a tres zonas de interés definidas a continuación: 

• Área Tumoral: porción sólida bien definida, con captación uniforme de contraste y alta señal en secuencias T2 y FLAIR.
• Área peritumoral: región claramente delimitada de la porción sólida bien definida, sin captación de contraste y con hiperseñal en secuencias T2, FLAIR y DWI.
• Sustancia blanca contralateral. Área que no presenta realce, ni hiperseñal en secuencias T2, FLAIR ni DWI. 

1) DIFUSIÓN (DWI) 
(Figura 8)
Las imágenes en difusión se obtuvieron con secuencias axiales multicorte SE/EPI (TE= 101.3 milisegundos, TR =de 10.000 milsegundos, 1 excitación, 127 Hz/píxel bandwidth, 54 cortes con 5-mm de grosor sin intersección de gap, matriz=36x21.6, 1 NEX). 
Las imágenes de difusión fueron adquiridas usando valores 3b de 1000 y 2500 seg/mm2. Los valores de ADC fueron calculados manualmente colocando ROIs en la lesión realzada (ADC t), región peritumoral (ADC p) y el parénquima normal contralateral (ADC n), guiada por imágenes T2WI e imágenes con contraste. Los ROIS fueron colocados cuidadosamente para evitar regiones quísticas, necróticas y hemorrágicas que pudieran influenciar los valores de ADC.
Se seleccionó un ROI de 10-15 mm2con menor valor en los mapas de ADC de la región tumoral, peritumoral y de la sustancia blanca contralateral. Los valores estándar medios de ADC fueron expresados como 10-3 mm2/s
Los valores relativos ADCr se hallaron comparando los valores con las medidas obtenidas en la sustancia blanca normal contralateral (ADCt/ADCn, ADCp/ADCn).
 
2) TENSOR DE LA DIFUSIÓN (DTI)
(Figura 9)
La imagen de la tractografía se fusionó con el 3DT1 con contraste IV y se obtuvieron valores de las regiones tumorales, peritumoral y sb contralateral, mediante la colocación manual de ROIS en un área de 10-15 mm2.
Se tomó el valor más bajo de FA tumoral, peritumoral y en sustancia blanca contralateral y se midió los valores de FA y el ADC en las tres zonas.
 
 
3) ESPECTROSCOPIA MULTIVOXEL
(Figuras 10, 11, 12, 13)
Se realizaron secuencias de RM protón espectroscopía multivoxel (TR = 1000 ms; TE = 35 ms  y 144 ms; TA = 12 m, 55 seg, 1 NEX, FOV = 16x16; matriz = 8´8, tamaño nominal de cada vóxel de 1 x 1 x 1, 5 cm3).
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La calidad del espectro fue evaluada mediante inspección visual y los que fueron considerados de mala calidad se excluyeron del estudio.
 
Para cada metabolito se seleccionó el VOI que más nos interesó estudiar:
 
ESPECTRO LARGO, MULTI 144

• CHO (3.2 ppm) tumoral. Se selecciona el VOI con mayor cociente CHO/CR tm, evitando zonas necróticas/quísticas y vasos.
• NAA (2.02 ppm) tumoral. VOI con menor valor NAA/CR tm.
• CR tumoral. Es el metabolito más estable por lo que se seleccionó la media de tres VOIS escogidos dentro del área de estudio.
• CHO(3.2 ppm) peritumoral. VOI con mayor valor del cociente CHO/CR peritm.
• NAA (2.02 ppm) peritumoral. VOI con menor valor del cociente NAA/CR peritm.
• CR peritumoral.
• CHO(3.2 ppm) sustancia blanca contralateral. Para todos los valores de sustancia blanca contralateral se utilizó la media de 3 VOIS.
• NAA(2.02 ppm) sustancia blanca contralateral.
• CR sustancia blanca contralateral.

Se calcularon los cocientes:
Naa/Cr tumoral, peritumoral y sb contralateral
Cho/Cr tumoral, peritumoral y sb contralateral
Naa/Cho tumoral, peritumoral y sb contralateral
 
ESPECTRO CORTO, MULTI 35

• Mioinositol tumoral. VOI de menor valor absoluto de MIO.
• Lípido 1.3 ppm tumoral. VOI de mayor valor absoluto de lip 1.3ppm
• Lípido 0.9ppm tumoral. VOI de mayor valor absoluto de lip 0.9ppm.
• Lactato 1.33 ppm tumoral. VOI de mayor valor absoluto de lac 1.33ppm.
• Mio peritumoral. VOI de menos valor absoluto de mio
• Lípido 0.9ppm tumoral. VOI de mayor valor.
• Lípido 0.9ppm peritumoral. VOI de mayor valor.
• Lactato peritumoral. VOI de mayor valor.
• Mioinositol sustancia blanca contralateral (sbcl). Para todos los valores de sustancia blanca contralateral se utilizó la media de 3 VOIS.
• Lípido 1.3 ppm sbcl.
• Lípido 0.9ppm sbcl.
• Lactato sbcl.

 
Se calculó el área bajo la curva de cada metabolito y los índices Cho/Cr, Naa/Cr, Mi/Cr, Lac/Cr y Líp/Cr (cuando el lactato y lípidos estaban presentes). También se comparó el área bajo la curva de los metabolitos de los espectros tumorales respecto a sus valores en el espectro de parénquima sano, expresándose como porcentajes (%NAA, %Cho, %Cr y %Lip).
Todos los valores se calcularon respecto a la creatinina, que es el metabolito más estable.
 
 
4. PERFUSIÓN 
(Figuras 14 y 15)
Para obtener las secuencias de perfusión se adquirieron imágenes dinámicas T2W EPI (T2-weighted gradient-echo-planar) durante el primer paso de un bolus de contraste (gadolinio) a 0,2 mmol/Kg de peso. Los mapas de perfusión (VSC) se fusionaron a las imágenes 3DT1 postcontraste.
Las regiones de interés fueron estudiadas con la colocación manual de ROIs en un área de 10-15 mm2, en las zonas de interés tumoral y peritumoral por dos neurorradiologos. El valor máximo de VSC fue obtenido mediante la identificación de las regiones de máxima perfusión en los mapas de color. Los valores relativos VSCr (ml/100g) se hallaron comparando los valores con las medidas obtenidas en la sustancia blanca normal contralateral (VSCt/VSCn, VSCp/VSCn).
Se tuvo especial cuidado para no incluir vasos peritumorales o intratumorales, así como zonas necróticas y quísticas que podrían alterar los valores de perfusión.
 

Con el análisis de las cuatro técnicas de RM avanzada, se seleccionó la zona de mayor infiltración peritumoral (desde el punto de vista radiológico) y se grabó la imagen en la historia clínica del paciente. (Figura 16)
En el momento del acto quirúrgico, el radiólogo acudía al quirófano para mostrárselo al neurocirujano. En todos los casos seleccionados, el área marcada fue accesible al cirujano que mediante heteroataxia localizó el área y tomó varias muestras de tejido peritumoral que entregó al radiólogo.
En quirófano se introdujo la muestra en formaldehido y se trasladó al laboratorio para iniciar su procesamiento.
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PROCESADO DEL TEJIDO.
 Se procesaron muestras obtenidas durante la intervención quirúrgica, donadas y registradas en el laboratorio de nuestro hospital. Se obtuvieron al menos tres muestras del tejido peritumoral (en la mayoría de los casos correspondiente a la región del estudio radiológico); de las que una se congeló (-80º C) para el estudio molecular y dos se fijaron en paraformaldehido 4% en tampón fostato salino (PBS) para el estudio histológico. 
 
OBTENCIÓN DE SECCIONES HISTOLOGICAS
Las muestras de tejido dirigidas al procesamiento histológico se incluyeron en bloques de parafina. De cada uno de los bloques de parafina se obtuvieron secciones seriadas de 7 µm de grosor. Las secciones se recogieron directamente en portaobjetos de vidrio en series consecutivas. Al finalizar se almacenaron en ambiente seco y frio hasta ser utilizadas para inmunohistoquímica combinada con fluorescencia.
 
Inmunofluorescencia.
Todas las diluciones preparadas de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-fluoróforo que se detallan a continuación se centrifugaron 5 minutos a 10000 rpm para precipitar agregados.
 

A. BLOQUEO:

Tras la desparafinacion en alcoholes descendentes (100-96-80-70%) se realizaron tres lavados con PBS 1x a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se bloquearon las uniones no específicas a la vez que se permeabilizó el tejido mediante una incubación con 10% de suero de caballo y 0.25% de tritón (respectivamente) en PBS 1x durante 2 horas a temperatura ambiente.
 

B. ANTICUERPOS PRIMARIOS:

Se han utilizado anticuerpos específicos para identificar los diferentes tipos celulares de interés:

• AntiNG2, para identificar pericitos
• AntiGFAP, para identificar células tumorales y astrocitos.
• AntiCD68, para identificar los macrófagos y microglía. 
• AntiCD44, para identificar receptores de acido hialurónico en la célula tumoral y el pericito. 
• AntiCdc42, en la célula tumoral y el pericito. 

Los portas con las secciones se incubaron durante toda la noche con estos anticuerpos primarios en PBS 1x con 1% suero de caballo y 0.25% de tritón X100 a temperatura ambiente y atmósfera saturada de humedad para evitar las pérdidas por evaporación.
 

C. ANTICUERPOS SECUNDARIOS:

Al día siguiente se eliminó el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS 1x con 1% suero de caballo y 0.25% de tritón X100. Seguidamente se incubaron durante dos horas con los correspondientes anticuerpos secundarios anti-especie de la que fue obtenido el anticuerpo primario en PBS 1x con 1% suero de caballo y 0.25% de tritón X100:
 
- Fluorescencia verde: se utilizó burro anti-ratón IgG o anti-conejo IgG (según el primario) conjugado con Alexa Flúor 488 (1:500; Molecular Probes) que emite fluorescencia verde al iluminar la muestra con luz polarizada de 488 nm.
 
- Fluorescencia roja: se utilizó burro anti-ratón IgG, anti-conejo IgG, anti-cabra IgG, anti-rata IgG (según la especie de donde se obtuvo el anticuerpo primario que se quiere revelar) conjugado con Alexa Flúor 594 (1:500; Molecular Probes) que emite fluorescencia roja al iluminar la muestra con luz polarizada de 594 nm.
                                                                                                            
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
- Fluorescencia roja lejana: los anticuerpos secundarios biotinilados se revelaron tras una incubación con estreptavidina conjugada con CyTM5 (1:500; GE Healthcare. PA45001) que emite fluorescencia infrarroja al iluminar la muestra con luz polarizada de 670 nm.
 
- Fluorescencia azul: los anticuerpos biotinilados se revelelaron tras una incubación con estreptavidina conjugada con acetato de coumarina aminometilado (AMCA. 1:500; Vector Laboratories, Peterborough, UK) que emite fluorescencia azul al iluminar la muestra con luz polarizada ultravioleta.
 

D. MARCAJE NUCLEAR Y MONTAJE:

Finalizada la última incubación, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 1x. En todos los casos se realizó una último marcaje durante 5 minutos con 4´,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI. 2µg/ml de PBS 1x; Molecular Probes) que se intercala específicamente al DNA nuclear emitiendo fluorescencia azul tras iluminar la muestra con luz polarizada ultravioleta. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y se montaron con Mowiol-NPG.
 

E. CONTROLES:

En todos los casos se realizaron controles en dos portaobjetos para cada marcaje siguiendo el mismo procedimiento pero eliminando o bien el primer o el segundo anticuerpo.
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 Imágenes en esta sección:

Fig. 3: HCUVA
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Fig. 4: HCUVA
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Fig. 5: HCUVA
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Fig. 6: HCUVA
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Fig. 7: Area peritumoral. Región delimitada de la porción sólida bien definida, sin captación de contraste y con hiperseñal en secuencias T2, FLAIR y DWI.
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Fig. 8: HCUVA

Página 13 de 30



Fig. 9: HCUVA
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Fig. 10: HCUVA
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Fig. 11: HCUVA
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Fig. 12: Ejemplo de espectroscopia multivoxel del área tumoral.
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Fig. 13: Ejemplo de espectroscopia multivoxel del área peritumoral.
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Fig. 14: Ejemplo de espectroscopia multivoxel de la sustancia blanca contralateral.
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Fig. 15: Pico de lípidos y lactato típico del área tumoral del GM.
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Fig. 16: HCUVA
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Fig. 17: HCUVA
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Fig. 18: HCUVA
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Fig. 19: HCUVA
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Fig. 20: HCUVA
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Fig. 21: HCUVA
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Fig. 22: Histología. Microfotografía de la región peritumoral. Las células del GBM se identifican por su aspecto de astroglia reactiva y su positividad a GFAP. A una distancia de 3mm del frente del tumor, se puede identificar un vaso cortical (flecha y región aumentada) con signos de cooptación vascular (células tumores GFAP + a su alrededor), indicando que el proceso de cooptación se produce en el frente de avance de la infiltración tumoral. Inmunhistoquímica con GFAP y Cresil Violeta. HCUVA
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Fig. 23: Histología. Vasos corticales del área peritumoral con células tm en el proceso de cooptación vascular e infiltración perivascular. Microfotografía región peritumoral. Las células GBM se identifican por su aspecto de astroglia reactiva y positividad a GFAP. En el borde TM se puede identificar un vaso cortical (flechas) con signos de cooptación vascular (células TM GFAP+ a su alrededor y pericitos NG2). La identificación de los macrófagos (CD68) muestra que hay una zona anergia en región periTM.

Resultados

RM CONVENCIONAL
La mediana de la edad de nuestros pacientes fue de 60,5 años con similar número de mujeres y de hombres. (Figura 17)

La mediana de tamaño en los tres planos (T, AP y CC) fue de 40 mm, puesto que son tumores típicamente grandes al diganóstico. (Figura 18)

Para el analísis estadístico de las variables cualitativas se utilizaron tablas de contingencia, con el test de Chi cuadrado de Pearson complementado con análisis de residuos.
Las variables cualitativas obtenidas en RM convencional que mostraron significación estadística (P<0,005) fueron la localización, la homogenicidad/heterogenicidad en secuencias T2, necrosis/quistes en su interior, los bordes definidos en secuencias T1 con contraste y las áreas de vacío de señal en secuencias T2. (Figuras 19, 20 y 21)
Todos los tumores presentaron edema, efecto masa, patrón infiltrativo y realce con el contraste.
 
RM AVANZADA
Las técnicas de RM avanzada de difusión, tractografía y perfusión nos permiten distinguir de forma significativa el área tumoral, peritumoral y la sustancia blanca contralateral (p <0.005). 
Para el análisis estadístico de las variables cuantitativas se utilizó el test de Student de comparación de medias, buscando diferencias significativas en los valores de perfusión, tensor de la difusión (FA y ADC), difusiones isotrópicas y espectroscopia. También se realizó el coeficientes estandarizado de las funciones discriminantes canónicas para las distintas técnicas.

PERFUSIÓN
Nuestros hallazgos diferenciales más relevantes estadísticamente significativos fueron el VSC en la región tumoral (308,63 ± 29,01) y en la peritumoral (97,34 ± 10,29) con (P<0.001).
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TENSOR DE LA DIFUSIÓN
Los valores de FA tumoral (0,125± 0,081) y peritumoral  (0,181± 0,012) también fueron estadísticamente significativos con P < 0,001.
 
Los valores tumorales y peritumoral de ADC de la tractografía no mostraron significación estadística (P>0,05)
 
DIFUSIÓN
Los valores de ADCr b:1000 en la región tumoral fueron 0,82 ± 0,077 y 1,34 ± 0,099 en la región peritumoral (P<0,001). Los valores de ADCr b:2500 tumorales fueron 0,83 ± 0,087 y 1,37 ± 0,117 respectivamente (P<0,001).
 
ESPECTROSCOPIA
El cociente CHO/NAA de la espectroscopia es la única relación con valor estadísticamente significativo. El cociente CHO/NAA en la región tumoral y peritumoral fue 2,01± 0,35 y 1,51 ± 0,45 respectivamente (P<0,05).
 
También se calculó el coeficientes estandarizado de las funciones discriminantes canónicas para todas las pruebas diagnósticas, con los siguientes resultados:
La perfusión clasificó correctamente el 84,7% de los casos agrupados originalmente y es la que mejor delimitó el área peritumoral (93% clasificados correctamente).
La FA de la tractografía clasificó correctamente a un 72,2% de los casos agrupados originalmente y delimitó mejor el área tumoral (81,5% clasificados correctamente) que la peritumoral (63%).
Las difusiones b:1000 y b:2500 clasificaron correctamente el 80% y el 70,8% de los casos agrupados respectivamente, sin diferencias entre el área tumoral y la peritumoral
 
 

Conclusiones

• Hasta el momento la infiltración perilesional se atribuía al aumento de la angiogénesis e hipercelularidad.
• En nuestro estudio se ha demostrado que es en el área peritumoral donde se están produciendo los procesos de cooptación vascular para favorecer el proceso de infiltración perivascular. En esta región no existe un aumento de la angiogénesis en si misma, sino una deformación por los pericitos de los vasos sanguíneos preexistentes. Esto se correlaciona con las alteraciones de la perfusión observadas en la RM. 
• Además se han hallado alteraciones de la inmunidad en la pieza quirúrgica perilesional, asociadas al proceso de coaptación vascular, que consisten en una zona de disminución de  macrófagos por la acción de las células tumorales sobre el pericito. El pericito condicionado por el tumor crea un ambiente inmunológico favorable para el crecimiento y proliferación peritumoral del GM.
• Hemos hallado marcadores radiológicos reproducibles mediante RM avanzada en la identificación de la infiltración peritumoral que se correlacionan con los hallazgos inmunihistoquimicos. 
• Estamos analizando los datos para poder establecer una relación entre el estudio de RM en la región peritumoral y el proceso de cooptación vascular. Ambos están asociados al condicionamiento inmunológico y podrían desempeñar un papel fundamental en la evolución del tumor tras la resección y la respuesta al tratamiento. 
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