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Objetivos

INTRODUCCION

La infiltracion peritumoral es caracteristica de los tumores gliales de alto grado y se produce a través de 1
Las bases moleculares y celulares de cooptacion son actualmente desconocidas.

La microvasculatura cerebral normal estd compuesta de capilares sanguineos, que consisten en células en
respuestas anti-inflamatorias a tumores malignos como el GBM, que incluye la inhibicion de la funcion ¢
Teniendo en cuenta que las células inmunes contribuyen a la progresion tumoral, los pericitos podrian de

Recientemente se ha descubierto que las células madre del GBM pueden diferenciarse en pericitos tumor

En nuestro proyecto, hemos obtenido muestras de tejido peritumoral de GM en quir6fano que previamen
Las muestras de tejido se han utilizado para investigar los mecanismos celulares por los que la células de

OBJETIVOS PREVISTOS:

1. Valorar la infiltracién peritumoral de los tumores de alto grado mediante RM avanzada difusion (DWI
2. Valorar la alteracion en la microvasculatura cerebral peritumoral en relacion con los pericitos, asi cor
3. Buscar marcadores radiologicos reproducibles en la infiltracion tumoral que puedan correlacionarse cc
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INFILTRACION PERITUMORAL EN

GLIOBLASTOMAS MULTIFORMES,

ESTUDIO DE LA ANGIOGENESIS TUMORAL MEDIANTE
CORRELACION INMUNO-HISTO-RADIOLOGICO

Fig. 1: HCUVA
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Tumor cell co-option signals

(CDCdZ/llectopo-daa +CDC42 (CDCd?/ﬂactopodla

independent signal) dependent signal)

Fig. 2: Senales de cooptacion en las células tumores. El modelo de doble sefal explica la relacion de las «
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Fig. 24: Cooptacion vascular.

Material y métodos

Tipo de estudio

Estudio prospectivo que incluy6 a 32 pacientes con diagndstico radiolodgico compatible con GM evaluadc
De los 32 pacientes, 30 de ellos fueron confirmados histologicamente como GM (grado IV de la OMS) n
En 2 casos el diagnostico radiologico fue no concluyente: linfoma, infarto cerebral subagudo.

Criterios de inclusion

* Que el paciente no tomara corticoides previo a la realizacion del estudio de RM.

* Pacientes mayores de 11 afios con diagndstico radioldgico compatible con glioblastoma multiform
* Pacientes que fueran a ser operados por el Servicio de Neurocirugia del HCUVA.

* Que la zona marcada radiolégicamente fuera accesible para el neurocirujano y no supusiera un ries
* Que se dispusiera del consentimiento informado de depésito de muestras de laboratorio de nuestro

Criterios de exclusion:
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* Que el paciente no fuera candidato a cirugia, bien por su estado basal o porque el tumor no fuese a
* Que la zona de interés marcada radiol6gicamente no fuese accesible quirdrgicamente o supusiese a
* Que el paciente, testigo o tutor responsable se negase a participar en el estudio.

* Revocacion del consentimiento.

PROYECTO GLIO
Mediante técnicas de RM avanzada se selecciono la zona peritumoral con mayor infiltracion radioldgica.

RECOGIDA DE DATOS:

EVALUACION DE LAS IMAGENES DE RM

Las iméagenes se obtuvieron con una resonancia magnética (RM) de 1.5T (New Intera Nova, Philips Med
RM CEREBRAL CONVENCIONAL. La RM cerebral incluy6 las siguientes secuencias sagital T1, ax
En la RM convencional se analizaron los siguientes hallazgos (Figura 5).

* Localizacion (derecho/izquierdo, 16bulos: 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

* Tamaio (didmetro maximo del tumor en los tres planos del espacio: axial, coronal y antero-posteri
* Patrén infiltrativo

+ Realce con contraste iv

+ Areas de vacio de sefial en secuencias T2.

TECNICAS DE RM AVANZADA
(Figuras 6y 7)
Las diferentes técnicas de RM avanzada (difusion, perfusion, tractografia y espectrospcopia multivoxel) -

« Area Tumoral: porcion sélida bien definida, con captacion uniforme de contraste y alta sefial en sex
* Area peritumoral: region claramente delimitada de la porcion sélida bien definida, sin captacion de
» Sustancia blanca contralateral. Area que no presenta realce, ni hipersefial en secuencias T2, FLAIR

1) DIFUSION (DWI)

(Figura 8)

Las imagenes en difusion se obtuvieron con secuencias axiales multicorte SE/EPI (TE= 101.3 milisegunc
Las imagenes de difusion fueron adquiridas usando valores 3b de 1000 y 2500 seg/mmz. Los valores de .

Se selecciond un ROI de 10-15 mmZcon menor valor en los mapas de ADC de la region tumoral, periturr
Los valores relativos ADCr se hallaron comparando los valores con las medidas obtenidas en la sustancic

2) TENSOR DE LA DIFUSION (DTI)

(Figura 9)

La imagen de la tractografia se fusion6 con el 3DT1 con contraste IV y se obtuvieron valores de las regic
Se tomo el valor mas bajo de FA tumoral, peritumoral y en sustancia blanca contralateral y se midio los 1

3) ESPECTROSCOPIA MULTIVOXEL
(Figuras 10, 11, 12, 13)
Se realizaron secuencias de RM proton espectroscopia multivoxel (TR = 1000 ms; TE =35 ms y 144 ms
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La calidad del espectro fue evaluada mediante inspeccion visual y los que fueron considerados de mala c:
Para cada metabolito se selecciond el VOI que mas nos intereso estudiar:

ESPECTRO LARGO, MULTI 144

* CHO (3.2 ppm) tumoral. Se selecciona el VOI con mayor cociente CHO/CR tm, evitando zonas ne
* NAA (2.02 ppm) tumoral. VOI con menor valor NAA/CR tm.

* CR tumoral. Es el metabolito mas estable por lo que se selecciond la media de tres VOIS escogido:
* 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 contralate
* 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.

* Lipido 1.3 ppm tumoral. VOI de mayor valor absoluto de lip 1.3ppm
 Lipido 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

 Lipido 0.9ppm tumoral. VOI de mayor valor.

* Lipido 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 contral
* Lipido 1.3 ppm sbcl.

* Lipido 0.9ppm sbcl.

* Lactato sbcl.

Se calcul¢ el area bajo la curva de cada metabolito y los indices Cho/Cr, Naa/Cr, Mi/Cr, Lac/Cr y Lip/Cr
Todos los valores se calcularon respecto a la creatinina, que es el metabolito més estable.

4. PERFUSION
(Figuras 14 y 15)
Para obtener las secuencias de perfusion se adquirieron imagenes dindmicas T2W EPI (T2-weighted grac
Las regiones de interés fueron estudiadas con la colocacion manual de ROIs en un area de 10-15 mm?, et
Se tuvo especial cuidado para no incluir vasos peritumorales o intratumorales, asi como zonas necréticas

Con el anélisis de las cuatro técnicas de RM avanzada, se seleccioné la zona de mayor infiltracion peritui
En el momento del acto quirtirgico, el radidlogo acudia al quir6fano para mostrarselo al neurocirujano. E
En quir6fano se introdujo la muestra en formaldehido y se trasladoé al laboratorio para iniciar su procesan
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PROCESADO DEL TEJIDO.
Se procesaron muestras obtenidas durante la intervencion quirdrgica, donadas y registradas en el laborat

OBTENCION DE SECCIONES HISTOLOGICAS
Las muestras de tejido dirigidas al procesamiento histoldgico se incluyeron en bloques de parafina. De ce

Inmunofluorescencia.
Todas las diluciones preparadas de anticuerpo primario, secundario y estreptavidina-fluoréforo que se de

A. BLOQUEO:

Tras la desparafinacion en alcoholes descendentes (100-96-80-70%) se realizaron tres lavados con PBS 1
Se bloquearon las uniones no especificas a la vez que se permeabiliz6 el tejido mediante una incubacion «

B. ANTICUERPOS PRIMARIOS:
Se han utilizado anticuerpos especificos para identificar los diferentes tipos celulares de interés:

* AntiNG2, para identificar pericitos

AntiGFAP, para identificar cé¢lulas tumorales y astrocitos.

AntiCD68, para identificar los macrofagos y microglia.

AntiCD44, para identificar receptores de acido hialurdnico 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

C. ANTICUERPOS SECUNDARIOS:
Al dia siguiente se eliminé el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS 1x ¢
- Fluorescencia verde: se utilizé burro anti-raton IgG o anti-conejo IgG (segun el primario) conjugado ¢

- Fluorescencia roja: se utilizo burro anti-raton IgG, anti-conejo IgG, anti-cabra IgG, anti-rata IgG (segt

- Fluorescencia roja lejana: los anticuerpos secundarios biotinilados se revelaron tras una incubacion cc

- Fluorescencia azul: los anticuerpos biotinilados se revelelaron tras una incubacion con estreptavidina ¢

D. MARCAJE NUCLEAR Y MONTAJE:

Finalizada la ultima incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 1x. En todos los casos

E. CONTROLES:

En todos los casos se realizaron controles en dos portaobjetos para cada marcaje siguiendo el mismo proc
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Imagenes en esta seccion:

1) Técnicas de RM convencional:

"1: Masa hipo a isointensa dentro de la sustancia blanca
| Hiperintenso, rodeado de edema vasogénico.

Fig. 3: HCUVA
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. El realce es variable pero siempre
esta presente. Tipicamente es periférico e irregular

Fig. 4: HCUVA
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DATOS MORFOLOGICOS
& Localizacion

€ Homogenicidad/
heterogeneidad en
secuencias T2

& Necrosis/quistes en su

interior
@ Bordes definidos
€ Tamano

® Areas de vacio de senal en
secuencias T2.

Fig. 5: HCUVA
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® Area Tumoral: porcion solida
bien definida, con captacion
uniforme de contraste y alta
senal en secuencias T2 y
FLAIR.

& Area peritumoral: region
claramente delimitada de la
porcion solida bien definida,
sin captacion de contraste y
con hipersenal en secuencias
T2, FLAIR y DWI.

Fig. 6: HCUVA
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Fig. 7: Area peritumoral. Region delimitada de la porcion sélida bien definida, sin captacion de contraste
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& Valores seg/mm?
expresados como 10*mm?/s

ADC tumoral (t)

) - # . : y A\ |
\ | Pled | { )1 ¢ J J\
e’ \ / . \

& Los valores relativos ADCr (ADCt/ADCn,
ADCp/ADCn).

Fig. 8: HCUVA
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Mediante fusion con 3DT1 con contraste iv:
FA tumoral, penitumoral, sb
ADC tumoral, peritumoral, sb

Fig. 9: HCUVA
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+ El valor maximo de VSC fue obtenido mediante la identificacion de
las regiones de maxima perfusion en los mapas de color.

Fig. 10: HCUVA
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Fig. 11: HCUVA
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Fig. 12: Ejemplo de espectroscopia multivoxel del area tumoral.
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Fig. 13: Ejemplo de espectroscopia multivoxel del area peritumoral.
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Fig. 14: Ejemplo de espectroscopia multivoxel de la sustancia blanca contralateral.
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Fig. 15: Pico de lipidos y lactato tipico del area tumoral del GM.
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@ Con el analisis de las cuatro técnicas de RM avanzada,
se selecciono la zona de mayor infiltracion peritumoral
(desde el punto de vista radiologico) y se grabo la

imagen en la historia clinica del paciente.

Fig. 16: HCUVA
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Fig. 17: HCUVA
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Fig. 18: HCUVA
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DATOS RM CONVENCIONAL

LOCALIZACION

FRONTAI

TEMPORAL

W PARIETAL

FRONTO-TEMPORO

PARIETAL

I PARIETO-OCCIPITAL

¥ TEMPORO-OCCIPITAL

" TEMPORO-PARIETAL

Fig. 19: HCUVA
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HEMISFERIO AREAS VACIO SENAL T2

¥ DERECHO

T ZQUIERDO

MUJER

HOMBRE

Fig. 20: HCUVA
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BORDES BIEN DEFINIDOS SENAL EN SECUENCIAS T2

HETEROGENEA HOMOGENEA

Fig. 21: HCUVA
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Glio 22 GFAP/C

CORTEX

Células tumorales

(GFAP+) alrededor de

un vaso cortical a distancia del
margen tumoral

Fig. 22: Histologia. Microfotografia de la region peritumoral. Las células del GBM se identifican por su
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Fig. 23: Histologia. Vasos corticales del area peritumoral con células tm en el proceso de cooptacion vas

Resultados

RM CONVENCIONAL
La mediana de la edad de nuestros pacientes fue de 60,5 afios con similar nimero de mujeres y de hombr

La mediana de tamafio en los tres planos (T, AP y CC) fue de 40 mm, puesto que son tumores tipicament

Para el analisis estadistico de las variables cualitativas se utilizaron tablas de contingencia, con el test de
Las variables cualitativas obtenidas en RM convencional que mostraron significacion estadistica (P<0,00
Todos los tumores presentaron edema, efecto masa, patron infiltrativo y realce con el contraste.

RM AVANZADA
Las técnicas de RM avanzada de difusion, tractografia y perfusion nos permiten distinguir de forma signi
Para el analisis estadistico de las variables cuantitativas se utilizo el test de Student de comparacion de m

PERFUSION
Nuestros hallazgos diferenciales mas relevantes estadisticamente significativos fueron el VSC en la regié
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TENSOR DE LA DIFUSION
Los valores de FA tumoral (0,125+ 0,081) y peritumoral (0,1814 0,012) también fueron estadisticamentx

Los valores tumorales y peritumoral de ADC de la tractografia no mostraron significacion estadistica (P>

DIFUSION
Los valores de ADCr b:1000 en la region tumoral fueron 0,82 + 0,077 y 1,34 + 0,099 en la region peritur

ESPECTROSCOPIA
El cociente CHO/NAA de la espectroscopia es la inica relacion con valor estadisticamente significativo.

También se calcul6 el coeficientes estandarizado de las funciones discriminantes candnicas para toda
La perfusion clasificod correctamente el 84,7% de los casos agrupados originalmente y es la que mejor de
La FA de la tractografia clasificd correctamente a un 72,2% de los casos agrupados originalmente y delin
Las difusiones b:1000 y b:2500 clasificaron correctamente el 80% y el 70,8% de los casos agrupados res|

Conclusiones

* Hasta el momento la infiltracion perilesional se atribuia al aumento de la angiogénesis e hipercelul:
* En nuestro estudio se ha demostrado que es en el area peritumoral donde se estan produciendo los |
* Ademas se han hallado alteraciones de la inmunidad en la pieza quirurgica perilesional, asociadas :
* Hemos hallado marcadores radiologicos reproducibles mediante RM avanzada en la identificacion
+ Estamos analizando los datos para poder establecer una relacion entre el estudio de RM en la regio

Bibliografia / Referencias

Osborn, Salzman, Barkovich. Diagnostico por Imagen. 2¢ Edicion. MARBAN. 201 1.

Caspani EM, Crossley PH, Redondo-Garcia C, Martinez S (2014). Glioblastoma: A Pathogenic Ci
4. Jung CS, Foerch C, Schinzer A et-al. Serum GFAP is a diagnostic marker for glioblastoma mul
Krex D, Klink B, Hartmann C et-al. Long-term survival with glioblastoma multiforme. Brain. 2007
Bulakbasi N, Guvenc I, Onguru O, et al. The added value of the apparent diffusion coefficient calc:
Cha S, Knopp E, Johnson G, et al. Intracraneal mass lesions: dynamic contrast-enhanced suscepti
Law M, Yang S, Wang H, et al. Glioma grading: sensitivity, specificity, and predictive values of pe
Lu S, Ahn D, Johnson G, Law M, Zagzag D, Grossman RI. Diffusion-tensor MR imaging of intracr
A. Duque, E.Roa, J.Castedo. Anatomia de la sustancia blanca mediante tractografia por tensor de
10. Riyadh N. Al-Okaili, MD, Jaroslaw Krejza, MD, PhD2, Sumei Wang, MD, John H. Woo, MD, Elia
11. Nail Bulakbasi, Murat Kocaoglu, Fatih Ors, Cem Tayfun, and Taner U¢éz. Combination of Single-
12. W. Hollingworth, L.S. Medina, R.E. Lenkinski, D.K. Shibata, B. Bernal, D. Zurakowski, B. Comsto
13. Clinical MR Neuroimaging. Diffusion, Perfusion and Spectroscopy. Edited by Jonathan H. Gillara
14. Aprendiendo los fundamentos de la resonancia magnética. Monografia SERAM. L.Oleaga Zufiria,

Pagina 29 de 30 www.seram.es

WX n kLo —




15. P.W Schaefer, E. Grant, G. Gonzdalez. Difussion-weighted MR imaging of the Brain. State of the A1

Pagina 30 de 30 www.seram.es




