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Resumen

Titulo: Espectroscopia de hidrégeo por resonancia magnética en
resonadores clinicos y quimicosde alto campo. Estudio de
caracterizacion y seguimientale tumores cerebrales

Resumen

La espectroscopia por resonancia magaé(ERM) es una técnica que utiliza las
propiedades magnéticas de los nucleos youbhs para estudiar estructuras quimicas.
Una de sus aplicaciones es brindar inforacghetabolomica de tejidos y soluciones.
En particular, la ERM clinica permite analizar el metabolismo de los tejidos “in-vivo”,
sin interferir con logprocesos bioquimicos de los mismgs este trabajo de tesis, se
analizé la utilidad de la ERM de alto campo en la clasificacion y caracterizacion de
tumores gliales cerebrales y el valor de ldvE&inica en el analiside la evolucion de

los tumores gliales.

Siendo la ERM clinica una téca de adquisicion de espexg muy dependiente de la
ubicacion, tamafio de la lesién y la homogeéae de campo, la primera parte del
estudio consistié en analizar distintos métadisuantificacion despectros clinicos en
tumores cerebrales, teniendo en cuentssesatdables y el tiempo de adquisicion. Este
analisis permitio establecer que para eliaisécuantitativo, un método parameétrico con
una base de metabolitos inidiuales es mas fiable y estable que uno con una base
modelada con Lorentzianas-GaussianagsguAdemas, se estimd el tiempo minimo
necesario de adquisicion de un espectraadilgue se quiera cutiiicar a partir del
espectro sin cancelacion del agua. En el casamdeclasificacion cualitativa se vio que
existe un numero fijo de adquisiciones partir del cual el espectro no cambia

significativamente.

Siendo hoy la ERM de alto campo con HR-MAS (High Resoution Magic Angle
Spinning) una técnica muy utiéida en el estudio metabdlico wgidos, en particular de
tumores, se analiz6 la posibilidad de camdwae tumores gliales con un equipo de alto
campo sin la facilidad de HR-MAS. Aqu través de una técnica de preparacion
sencilla y repetitiva, se consiguié adquigspectros de muy buena calidad y obtener
patrones de espectros que clasifican los tesydanto por su anatomia patolégica como
por su genética, los dos métodos de refeaean la clasificadin tumoral actual. En
particular con el gen IDH1, un nuevo epontante marcador en tumores gliales
asociado con la sobrevida de los paciergesidentificd una clara relacion cualitativa



Resumen

entre metabolitos. Se detectd6 ademés la presencia de 2-hidroxiglutarato (2HG) en los
espectros, producto de la mutacién IDHL1. tasclusiones de esteabajo con ERM de
alto campo se utilizaron en un andlisis asprectivo con especsoclinicos de bajo

campo.

Conocida la limitacion de la BWR clinica en la clasificacionle tumores cerebrales, se
analizé su utilidad en el seguimiento de tumores gliales de distintos niveles de
agresividad. Del andlisis no fue posible establecer por ERM un patron de
comportamiento definido de los tumoresenos agresivos. En particular y de
considerable importancia, la ERM no permidentificar claramente cuando un tumor

va a malignizar y progresar. Sin embarggesimite definir cuando el tumor responde

al tratamiento al cambiar el patron delespo a menos agresivo 0 mantenerse estable.
Finalmente, se analizaron los cambios necesarios en la planificacion y adquisicion para
hacer reproducibles y comparables los espectros en estudios clinicos longitudinales

como los de tumores cerebrales.

Palabras claves: espectroscopia, tumoresdegl resonancia magnética, MRI, IDH1,
1p/19g, MGMT, hidrégeno, fésforo, monovoxel, €earo, glicina, mio-inosotol, colina,
glicerocolina, glicerofosfoclina, hipotana, glutamina, glutamato. jMRUI, Quest,
ADC/NMR, PLS-DA, quantile normalization



Abstract

Title: Hydrogen spectroscopy in medical scanner and high-field
spectrometers in the characterizatiorand monitoring of brain tumors.

Abstract

Magnetic resonance spectroscopy (MRS) is a technique that uses the magnetic
properties of nuclei and molecsléo study chemical struces. One of its applications

is to provide metabolomic information of tisswesd solutions. In ptcular, the clinical

MRS allows analyzing the metabolism of diffat tissues "in vivg"without interfering

with their biochemical processes. In thigdls, the usefulness of high-field MRS in the
classification and characterization of glial loréimors and the clinical value of MRS in

analyzing the evolution aflial tumors, are examined.

As a clinical MRS acquisition is a technique highly dependent on the location and size
of the lesion and on field homogeneity, thiest part of the study consisted in the
analysis of different methods for quantifyirgjnical brain tumor spectra, taking in
account these variables and theguisition time. This analigs established that for a
guantitative analysis, a parametric methathva database of individual metabolites is
more reliable and stable than modeling wgthin Lorentzian-Gaussidunctions. It also
established the minimum time necessaryatmuire a clinicalspectrum, given a
guantification method, from thgpectrum without water cancellation. In the case of a
qualitative classification, it could be established that a fixed number of acquisitions
exists, after which the spectnudoes not change significantly.

Nowadays being high-field MRS wititHR-MAS (High Resolution Magic Angle
Spinning) a technique widely used in metabstudies of tissues, including tumors, we
examined the possibility of characterizingagtumors with a high-field spectrometer
without the HR-MAS facility. Thus, by usy a simple and petitive preparation
technique, it was possible to obtain good quality spectra and find spectral patterns that
classify tumors according its pathological anatomy and its genetics, the two reference
methods currently used for ranking tumohs. particular with the IDH1 gene, an
important new marker in glial tumors assoethtvith patient survival, a clear qualitative
relationship was identifiedmong metabolites. Also, tipeesence of 2-hydroxyglutarate
(2HG), a product of IDH1 mutation, was detttin the spectra. We also used the

findings of this high-field study in a retrospeianalysis of clinicalow-field spectra.



Abstract

Knowing the limitation of MRS in the clinical classification of brain tumors, their
usefulness in monitoring progression iniagl tumors of different levels of

aggressiveness was then analyzed. This stlawat a defined behavior pattern could
not be established by MRS in the less aggive tumors. In particular and quite
importantly, MRS does not clearly identilyhen a tumor will become malignant and
grow. However it does allow defining wh the tumor responds to treatment by
changing the pattern of the spectrum tdess aggressive one or remaining stable.
Finally, an analysis is made of the nesggy changes required in the planning and
acquisition of spectra in clinical MRS, toake them reproducible and comparable in

longitudinal clinical studies awose used for brain tumors.

Key words: spectroscopy, igl tumours, magnetic senance, MRI, IDH1, 1p/19q,
MGMT, hydrogen, phosphorous, monovoxel, braghycine, mio-inosotol, choline,
phosphocoline, glycerophosphocoline, hipotayrgietamine, glutamate, jMRUI, Quest
ADC/NMR, PLS-DA, quantile normalization.
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Lista de abreviaturas

Ala: Alanina

AMARES: Advanced Method for Accurate, Robust and
Efficient Spectral fitting algorithm

Asp: Aspartato

ATP: Adenosin trifosfato

OA Oligotstrocitoma grado I
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CT: Tomografia Computada
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ERM-MRS: Espectroscopia peesonancia magnética
(Magnetic Resonance Spectroscopy)

FID: Free Induction Decay

FOV: Field Of View

FT: Transformada de Fourier

DWI: Imagenes de Difusion (Diffusion Weigthed Imaging)
DFT: Transformada Discreta de Fourier

DICOM: Digital Imaging andZommunication inM edicine
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GABA: y-aminobutyrate acid

Glc: Glucosa
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Glu: Glutamato
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GBM: Glioblastoma Multiforme grado IV

Gd-DTPA: Gadolinio-diethylenetriamine penta-acetic acid
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GM: Sustancia gris (Grey Matter)
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GPE: Glicerofosfoethanolamina
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HR-MAS : High Resolution Magic Angle Spinning

Hz: Herzios

IRM-MRI: Imagenes por resonaagnagnética (Magnetic
Resonance Imaging)

J(w): Funcion de densidad del campo magnético
jMRUI: Java Magnetic Resonance Users Interface
mino: Myo-inositol

MM: Macromoléculas

ML Maxima verosimilitud (maximum-likelihood)

MRSI: Imagenes de espectroscopia por resonancia magng
NAA: N-acetylaspartato

NAAG: N-acetyl aspartate glutamate

RMN-NMR: Resonancia Magnéti¢duclear -Nuclear
Magnetic Resonance

NLLS: Cuadrados minimos no lineales

LS: Cuadrados minimos (Least Squire)

Lac: Lactato

LCModel: Linear Combination Model

LOH : Loss of heterozygosity (perdida de heterocigosidad)
O: Oligodendroglioma grado Il

PC: Fosfocolina

PCA: Andlisis de componentgsincipales (Principal
Component Analysis)

PLS-DA: Partial Least Squares Discriminate Analysis

PCr: Fosfocreatina

PET: Positron emission tomography

ppm: partes por million

PRESS:Point Resolved Spectroscopy

Quest: Método de cuantificar ERMcon base de metabolitos
en el espacio temporal

RF: Radio frecuencia

RM: Resonancia Magnética

ROI: Region de interés

S-Ino: scyllo-Inositol

SE: Spin Echo

SNR: Relacion sefial ruido

STEAM: StimulaTed Echo Acquisition Mode
SPECT: Single Photon Emission Computed

Tomography.

Suc: Sucinato

SVS: Single Voxel Spectroscopy
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TE: Tiempo de Eco

TR: Tiempo de Repeticion

VOI: Volumen de interés

VARPRO: Variable projection spectral fitting
algorithm
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Simbolos

H*: Hidrégeno

P3: Fésforo-31

F*: Fluor-19

Bo: campo magnético principal [T]

B1: pulso de RF [T]

§: corrimiento quimico [ppm]

vy : cte giromagnética [Hz/T]

G: amplitud de gradientes [mT/m]

h: cte. de Planck (6.63-10-34Js)

p: momento magnético [A/m]
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T,: tiempo de relajacion longitudinal [s]
T,: tiempo de relajacion transversa [s]
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Fe de Erratas

1- A pedido de la Jurado de esta geBlanca Diez (Médica NueroOncodloga), en
relacion a los nombres dados en la cleadiéon de los distintos grupos tumorales
analizados, donde dice Oligodeagliomas (O), deberia dedajtiomas difusos grado
II', donde dice Oligoastrocitomas (OA) deberia dgladmas difusos grado Il

2- En la péagina 191, parrafo 3, donde dice “delecion IDH1” debe decir “mutacién
IDH1".

3- En el Capitulo VII a pedido de larddo de esta tesis Blanca Diez (Médica
NueroOncdloga) la delecion 10q debe de considerarse como muy agresiva y eso seria la

explicacion de la mala evolucidate varios de los pacientes.

4- En pagina 196 en el parrald, la quimioterapia puedergambién oral y es también

sistémica.
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Introduccion

Introduccion
Metabolomica y HR-MAS

En los ultimos afos, se h&oducido un gran avance en ilavestigacion biomédica al
generarse las tecnoli@g que permiten realizar estosli del genoma (gendmica), la
transcripcion de ARN (traosptémica), las prainas (protedmica) y los metabolitos
(metaboldémica) de tejidoy fluidos (Fig. I).

En particular, la metabolémica es una disoiplidedicada al estudiglobal de moléculas
pequefias (aminoacidos, acidos grasos, carbobsiraitaminas, lipidos y otras moléculas
organicas de bajo peso molecular) en datulas, tejidos y biofluidos. Cambios en la
concentracion de determinados grupos de Imoditas pueden originarsen factores tales

como la dieta, la edad, cambios fisioldgicostidias patologias, etapas del desarrollo, etc.

<
Genoma genes
<
Transcriptamica mARN
P el g
Proteomica proteinas &* .@_*ﬂ,:
L)
' speihe
\o%&lac:-.-.
Metabolémica metabolitos ?{,? ‘:?&‘:&{' J
5::PJ,€%3§}1
oi.ﬁf;‘v.l i

(2

Funcién

Figura I: Representacion de los diferentes nivelesanalisis “omicos” posibles en muestras
biolégicas segun cual sea la principal funcién de expresion que se desea estudiar.

Actualmente existen varias tecnologias que permiten medir y cuantificar metabolitos y que
generan datos altamente reproducibles, pero que implican sistemas de almacenamiento de
datos y métodos de analisis complejosgullos analisis tienen la capacidad de poder
relacionarlos con el resto de las “6micastlada la integracién existente entre ellas.

Cambios a un nivel genético, de transcripciGheageneracion de proteinas invariablemente
llevan a cambios en la generacion y la cotreeion de los metabolitos. Sin embargo, esta
relacion no es sencilla de dimar, ya que es sabido que ehméro de metabolitos que existen
en los tejidos de los mamiferos es muchenor que el nimero daroteinas que estan
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presentes en los tejidos, por lo tanto un patron determinado de metabolitos puede reflejar

varios cambios gendmicos o transcriptémicos distintos (Fig. Il).

té't:‘h:\-‘":"t;‘b;%é"t.-"t;\;h.-'t;'u; _
ADN IS S T BEY o _2ﬁ~l}[}[}
[ g g A g g g 1
ARN * s s e o — 100.000
cre e

e i o
Proteinas 350, %a ~ 1.000.000
L-AC A : 1

Metabolitos i A -ﬁ%’ﬁ L — 1.800
!"- !" ' I|| "

Figura Il: Representacion del nimero aproximado de “componentes” posibles en cada uno de los
niveles de analisis “Omicos” en muestras biatégi Claramente se infiere que los cambios a nivel
de metabolitos pueden originarse en varios cambios distintos en los niveles anteriores.

El crecimiento que estas técnicas de an&isidn teniendo, claramente permite inferir que la
metabolémica serd cada vez mas utilizada en mediginesultara Gtil en el diagnéstico de
enfermedades. También cabe esperar un papeltemp®ren la mejora de la comprension de

los mecanismos fisiol6gicos y moleculares de muchas de ellas, en particular en el cancer.

Actualmente, uno de los objetivos de la metaimita aplicada a los distintos tipos de cancer
humanos, es clasificar una muestra tumoral qaoperfil o patron metabdlico. El ideal es
encontrar un conjunto limitado de metabolitos gla@amente clasifiqgue la muestra como un
tipo/subtipo especifico de ror diferenciandolo del resto Por lo tanto, el analisis
metabolémico es un enfoque prometedor parddatificacion de mmarcadores que podrian
ser utilizados en la clasificacion de tumorescamo una herramienta mas en el estudio de la
progresion y tratamiento de tumores en nmsl@nimales y en humanos que no se logra
mediante la histologia, la transcriptomigala prote6mica. Actalmente los estudios
metabolémicos “in-vitro” realizados en muestrde tejidos o fluidos han demostrado que es
posible encontrar patrones difectales en distintos tipos deatologias, en particular de

distintos tumores®’.

En los estudios metabolémicos se utilizan reifikes técnicas, como cromatografia de gases
(GC), cromatografia liquida @LC) y HPLC con deteccionadtroquimica, espectrometria

de masas (EM) y espectroscop@ resonancia magnética (RMN).
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En particular, la técnica llamada espectroszaa alta resolucion de angulo magico (High-
Resolution Magic Angle Spinning -HR-MA%)como se describe e Capitulo 111, produce
espectros de RMN “ex vivo” de alta resoluci@rpartir de muestrage tejido que permite

detectar facilmente los metabolitos y es ademas facilmente cuantificable.

Lamentablemente, los estudios metabolémieadizados “in-vivo” pormedio de espectros
de RMN clinicos (Capitulo II), tiene actogente el inconveniente que el numero de
metabolitos que pueden ser detectados lesiv@mente pequefio, lo que hace complicado

determinar que vias metabolicas estan alteradas por una patologia.

Es esperable que con el aumento de los campagnéticos de los resonadores clinicos se
consiga aumentar el nimero de metabolitos identificables y cuantificables “in-vivo” por
espectroscopia cliniéd®***? (Fig. Ill). El aumento del capo magnético de los resonadores
clinicos, edicion de secuencigise permitan identificar sustancias particulares, mejoras en las
adquisicion y mejores técnicas de analides los espectros permitiran en poco tiempo

reconocer mas procesos metabdlicos oy verificar datos olenidos “in-vitro”.

Cr+PCr

miyo-ing

myins  scyflo-ing
—_— A

NAA

1 I
4.2 4.0
macromoleculas
NAR
N
I ! I L I ' I : | 4 I ¥ | , I » ] .
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Figura IIl : Espectro monovoxel “in vivo” de sustancia gris occipital de cerebro humano

adquirido a 7 Tesld$ donde se aprecia la mayor separacién de los distintos picos de las
sustancias asi como el aumento del ancho de los picos.
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Resonancia Magnética Nuclear e Imagenes por
Resonancia Magnética

|.1 Propiedades magnéticas de la materia
[.1.1- Magnetismo Nuclear y RMN

La propiedad magnética de los nucleos atdmictesdro a la fisica érado el siglo XX, ya

gue su postulacion permitié explicar la estrucfura que se observa en las lineas espectrales
atomicas. El asociarle a algunas particulasnomento magnético intrinseco que interactua
magnéticamente con su entorno, permitio explicar las transiciones energéticas entre nucleos y

electrones que se manifiestan como “lineas espectralesidea original fue asociarle a los
nucleos con espin, un momento magneticdado por la siguiente expresion:

U=y-S 1.1

dondeU es el momento magnétic§, el espin yY la constante giromagnética (depende

del ndcleo).

La Resonancia Magnética Nuclear (RM&$) posible por la interaccién & (o U) con un

campo magnético intenso exterm)( En este sistema la energia del sistema es
U, =—4.B,=-7S.B .2
donde, la proyeccién d& sobre B puede tomar los valores establecidos por la mecéanica
cuantica
-[S<s.<|§ y as,=+1
Para el nicleo diH (s=1/2) se generan dos estados dérdis energias (correspondientes a

S, =Y%h yS = -Y%h, hla constante de Planck reducidiys cuales por simplicidad se

definen como tip”, “a” 0 “paralelo” (S = %2) y, ‘down”, “B” o “antiparalelo” (S = -%2).

Ademas, el momento magnétitb forma conB, un angulo de 54,7°, lo que hace diiey
por lo tantoS ) tenga un movimiento de precesién en torm &Fig. 1.1) con una frecuencia

(wo) dada por la relacion de Larmipt, =y B,.
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wy

b
-

%.7° 0 “UP"(ESTADO PARALELO)

/ Estado de Menor Energia

54 70 -
' 1B “DOWN’ (ESTADO ANTIPARALELO)

Estado de Mayor Energia

Figura 1.1: Izq) Representacion de los momentos magnéticos de los dos estados
generados por la interaccion de eampo magnético en un nucleo de espirChda
estado tiene una energia distinta, DRoacién dau respecto de a la frecuencia de
Larmor por la presencia d.

|.1.2- Descripcion cuantica de la RMN

El Hamiltoniano que representa un espire (¢ encuentra en presencia de un campo
magnético esta dado por:

Hg =-7S,Bo 1.3
siendo S, el operador de la proyeccion dspin sobre el eje z con autovalofes, (con
m,=-%2y +%2) y B la magnitud del campo externo aplicado. Las autofunciones o bases de este

operadoHg, usualmente se denotan conm, =%2) =|a) y |m, = %) = | 8).

La transicion entre el estada) a|3) es posible si y solo si alicleo puede absorber una

cantidad de energia igual adderencia entre los dos estadaealizando por ende un salto

cuantico e igual a:
Edown— Eup = AE = h}/ Bo 1.4
Con y Bo= @, la frecuencia de Larmor.

Analiticamente, la perturbacion generada pocampo transversal oscilante (sin pérdida de

generalidad considerada ere@ x) contribuye con el sigente término en la enerdia
Hg, =-rS:B,2cost) 1.5

donde por teoria de perturbaciones, la probabilidad por unidad de tiempo de transicién entre

dos estados r y s con r,e/0 f3, resulta:

Prob_, =y B, 6(Am,+1) 5(h.o—|hwy|) 1.6
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siendoy la constante giromagnética, B. magnitud del campo traversal en x (debiendo
cumplirse B << By para poder utilizar teoride las perturbacionesy la frecuencia de
oscilaciéon del campo transversala frecuencia de Larmor &arg) es 1 si@=0y 0 si arg

#0. Por lo tanto la probabilidadd solo se cumple sim, = +1 y o= wo. Fisicamente este

resultado dice que solo se induciran transiciohes a |B) (y viceversa) cuando la

frecuencia del campo que perturbe alesist sea igual a la frecuencia ple recedibren
torno a B,, dada por la ley de Larmor. Estasduencias estan en el orden de las
radiofrecuencias (RF).

Terminada la excitacion, el nucleo retorna #h@s de equilibrio a través de mecanismos de
relajacion (a traves de la interaccion con campos magnéticos de frecuensi que estan
ligados intimamente a las interacciones enteerldcleos y su entornd través de estos
mecanismos elxeeso de energia magnética es entregado al medio (muchas veces referido

como “la red”).

[.1.3- RMN de un sistema de nucleos

En un volumen, con una gran nimero de nucledsid®s dos estadds:) y | B), coexisten
en la muestra y sus concentraciones relaggtan fijadas por la distribucion delgon  an.

Para valores normales de campo magadtitemperatura, la energia magnétigaB. de un

conjunto de nucleos dél es mucho menor que la energia térmitaln esas circunstancias

la relacion entre las poblaciones de los dos estados posibles es

N(a)/N(B)~ 1+( hi?" j 1.7

Donde N es la cantidad de protones en cada@@slaes la temperatura, k la constante de
Boltzmanny la constante giromagnetica’y la constante de Planck. A modo de referencia,
en un campo de 9 Teslas a temperatura amdeediéerenciaentre el nimero de protones en

estadaup y down es solo 1 en 300.000 ndcleos.

El resultado de esta coexistencia de destaen un volumen lleva a definir una magnitud
macroscopica (no cuantickl,, que es la suma vectorial dada momento magnético nuclear
individual (Fig 1.2). EI modulode la magnetizacidmacroscopicaMy, esta directamente
relacionado con la densidad décleos en el volumen.
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Figura I.2: Generacién del momento magnéticg &h un volumen por la presencia de un
campo magnético en la direccion del eje z. Este se origina por la suma vectorial de los
momentos de cada nucleo. Las proyecciones ptaed x,y, se anulan por las diferencias

de fase

En el estado de equilibrio estacionarioslama de las componentes transversales de los
momentos magnéticos de cada nucleo cancelanigonente transversal de la magnetizacion
(M,y). Esto es, los momentos magnéticos se encuedésfiasadosaleatoriamente entre si.

De este modo solo subsidtk paralela d8,.

Macroscopicamente, el fenomede RMN estéd asociado apasibilidad de rotar aM, para
crear una magnetizacion transversBhaEn el caso macroscopico, esta rotacion nuevamente
se consigue por medio de un campo magnéicgcomponente magnética de una onda
electromagnética de radiefruencia) perpendicularBy que esta descripto en las ecuaciones
de Bloch-°.

De las ecuaciones de Bloch nuevamente surgdaguendicion de resonancia se establece
cuando la frecuencia de oscilacion temporaBgdeoincide con la frecuencia de Larmor. Esto
se logra en los espectrometros modernosuropulso de RF de un ancho de banda tal que
incluyaw,, caso contrarid, (promediado durante un ciclo deacién), no sentiria el efecto
del campoB; y por lo tanto no se pduciria la rotacion. Estaescripcion clasica de
resonancia nuclear resulta simple e intuitivangaue es importante rd&sa que la RMN es un

fendmeno netamente cuantico.

El efecto de los campos magnéti@ay B, en un volumen de espines da como resultado:

1- La posibilidad que los espinés) adquieran energia del camBoy pasen a).
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2- Las componentes transversales de los momentos magnéticos nucleares que en
presencia d8&, estaban en un estado de fase incoherente mor B, (Ec 1.5)se
colocan en fasecon una distribucion de HBamann, dando origen a una

magnetizacion macroscopica transversal (Fig. 1.3).

B)

Figura 1.3: Rotacion de Men 90°. A) Sistema de espines en un calBpdesfasados
aleatoriamente donde solo persiste la resultdyeB) al quedar, por el campo de RF
aplicado (ec. 1.5), los dos nivelede energia igualemte pobladas (M= 0), la
redistribucion de los espines en el plano en xy es equivalente a la diferencia de poblaciones
de Boltzmann segun z, por eso My = Mz después de un pulso de 90°. Al sistema de espines
en este estado se lo llama sistema de “coherencia de fase”.

Es la transicién|a) —|g) de los nicleos inducida pdBi, la que permite que la

magnetizaciomM, originalmente alineada cdy, pueda ser llevada algpio transversal en su
totalidad (rotacion de 90°), o parcialmeliten angulo menor o mayor de 90°) o también
invertirla (rotacién del80°). Esto depende diémpo que se deje actuar la excitacion (mas
tiempo, mayor angulo de rotacion) y/o amglitde la excitacion (ayor amplitud, mayor
angulo de rotacion). Estsucede aun cuando los valoms los campos magnéticos son
realmente muy diferentes; en un resonador sieBp(@.5-19 Tesla) es mucho mayor dgre
(10°-3x10* Tesla).

b)

FID
\ 'Ir\ H \ AN .-'\\:
I u ',J U VY

~ ¥

Figura 1.4: Representacion final del proceso resonante macroscdpicon
campo magnético transversaBade frecuenciaWo = YBo rota aM,. El angulo
de rotacion dependera de #&mplitud y tiempo de aplicacién dB;. La

proyeccion deM, sobre el plano xyM,,) al ser variable (con frecuencig) es
medida por antenas sintonizadas a esa frecuencia
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La rotacion deM, crea una magnetizacid,, transversal 8o, que como se deduce de las
ecuaciénes de Blochota con la frecuencia de Larmd@iio =  Bo). Es la rotacion dlyy la

gue genera una sefial electromaigaéque es la que se mide en RMN. La medicion de la
intensidad, frecuencia y fasde My, por bobinas sintonizadas (Fig. 1.4), provee la
informacion del medio donde se generd la sefalegula que luego va ser utilizada para

crear las imagenes yd@spectros de RMN.

|.2- Mecanismos de relajacion

En la descripcion de la RMN en plinto 1.1 no se contemplaron dos fenémenos:
1. Los nucleos no interaccionan salon los campos magnéticos exterBey B;.
2. Estos campos externos no son uniformes en toda la muestra.

Sin embargo, estos son los fendmenos queifmrraxplicar los mecanismos a través de los
cuales los nucleos luego de haber sido excitagtgan (decaen) y vuelven a la distribucion
de equilibrio de la muestra. Al consideras lirocesos de relajacion aparecen los tiempos de
relajacion (T, T.y T ), imprescindibles para la compré&sdel contraste en las imagenes y

el analisis los espectros por RMR®,

Los mecanismos de relajacion provienen de dest@s: i) transiciones entre estados de espin

gue implican transferencia de energia entresétisia de espines y su entorno (“la red”) y ii)
modificaciones de las diferencias de energia entre los estados, que afectan a las frecuencias
de precesion pero no implican cambios lag poblaciones y por tanto no suponen una
transferencia neta de energia entre el sistenespiaes y su entorngstas contribuciones se

denominan adiabaticas.
[.2.1 Mecanismos de relajacion dipolo-dipolo

Asi como la poblacion relativa de estados geresuclear puede ser alterada por aplicacion
de un campo de RF, una formulacion mas general esglectualquier campo magnético
“fluctuante”, oscilando cerca de la frecuen@ de Larmor, puede inducir transiciones
entre los estados de espiry son precisamente las flucti@mwes de los campos magnéticos
procedentes del sistema de espines y suremtas que permiten el intercambio de energia y
el proceso de relajacion que vuelve el sistamequilibrio. En particular, las interacciones
dipolo-dipolo son la principal &nte de las fluctuaciones de campos magnéticos. Como se
muestra en la Figura 1.5 el momentagnético de un espin afecta localmentg:)RBle

manera aleatoria (tanto en amplitud y en orientacion) a otro espin, debido al movimiento

10
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browniano y molecular. Cuando estos campghgtuantes presentan componentes de
frecuencia cerca de la frecuemale Larmor se induce a lalaj@cion. Las fecuencias del
movimiento molecular en un liquido cubrennamgo amplio y solo las rotaciones ocurren a

frecuencias comparables a las de resonancia de los nucleos.

Figura 1.5: Interacciones dipolo-dipolo del,B. (A) EIl momento magnético de un protén en un
campo magnético externogBerturba el campo magnético en otro protdbn de la misma
molécula. (B) A medida que efaa gira y se traslada al azar, la direcciébn y magnitud de la
interaccion dipolo-dipolo cambia, dando lugatda variacion aleatoria del campo magnético
requerido para la relajacion. (C) La funcion de correlacian € una medida de la correlacion
del campo magnético en dos momentos. Cuane® grande, no existe correlacion yr)Gés

igual a cero

Para describir las fluctuacianeel campo magnético se intregua funcion de correlacion

G(T) =B 0B L+ T)
k 1.8

gue representa un promedio de los valores de correlaciog.@aBin parte macroscopica de
la muestra. Por un tiempo brewda orientacion y la amplitud del campo magnético local no
cambian mucho y se tendafta correlacion, paralargos el campo magnético local cambia

mucho debido al movimiento browniano y mollar, dando lugar a una baja correlacion.

La funcion de correlacion @)(se suele describir comuma exponencial decreciente

loc™ |9
dondert, es el tiempo de correlacion. En genagatorresponde mas o menos a la duracion
media que le toma a una molécula girar mas de 1Aladabo det. el sistema pierde la

“memoria” de la orientacion anterior de las molécuRata espines en liquidos lasson

11
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cortos (1010%° s), mientras que para espines “inméviles” (en sélidospn mas largos
(10°-10° s).

Al aplicar la Transformada de Fourier at (e tiene la funcién dsidad de frecuencia del
Bioc (J(®))

Lo

J{LU] = ZBEKW O
a 1.1

Una representacion de la cud{a) es la que se obseren la Figura 1.6

frecuencia de

—\\ lento

1T, << ® resonancia (o,

0

densidad espectral

\ —"\\intermedio 11T, = @,

log ()
Figura 1.6: Distintas curvas dé(w) en funcion de la relacion enttgy w,. El &rea debajo de
cada curva es constante por eso la mayor transferencia de energia se consiguetguando 1/

En este contexto, um largo indica que el sistema megllar se mueve lentamente, las
frecuencias disponibles estdistribuidas en un rango pequefio y hay poca disponibilidad de
frecuencias altas cercanas@ Por lo contrario, un. corto indica que el sistema molecular

se mueve rapido y las frecuencias estan distribuidas en un rango muy amplio con una
densidad baja para@,, en estos dos casos la relajaciohgigtema de espines es lenta. En
cambio, con un. intermedio, el sistema molecular se mueve rapido con valores que incluyen
am, y tiene muy buena disponibilidad de frecuascio que permite una buena relajacion de

los espines.

1.2.1.1 Relajacion longitudinal o spin-red. T

El tiempo que el sistema de espines permanezstada depende de la capacidad que tenga la
muestra de transferir esa energia al medio. éisfiegreso al estado amyuilibrio de esos
nacleos depende de cuan rapido pueden estdeasitransferir esa energia al medio que lo
rodea, acoplando termicamente el sistema&gfenes a las rotaciones y vibraciones de las
moléculas. Esto ultimo a suz/depende de las condicionesgméticas y electronicas locales

de la muestra, definidas portgdo de ndcleo, su frecuencia de resonancia, la temperatura, la
movilidad del ndcleo (microviscosidad), la presencia de macromoléculas, la presencia de

iones 0 moléculas paramagnéticas y otros.

12



Capitulo |

La formula que describe ebmportamiento temporal dd, después de aplicar un pulso de

RF de 90° a la muestra es
(1-etm) .11

permitiendo definir T comoel tiempo en que la magnetizacion longitudivy tarda en
recuperar el 63,2 % de su valor inicial a partlel instante de finalizacion de un pulso de

rotacion de 96 En 5Ty M, recupera casi el 99%.

Siendo la interacion dipolar la sm@mportante en el proceso a#ajacion, para un sistema de
dos espines que solo interagtudipolarmente se tiene que &s igual &
1 3 y'h
== AN (Jlw) +4J2w))

T 10 4726
T, 10 471y |12

por lo cual T es principalmente afectado por los gas magnéticos locales que oscilan a la

frecuencia de Larmor y al doble de esa frecuencia.
1.2.1.2Relajacion transversal o espin-espin.Tl

La observacion de la sefial &N depende de la generacide coherencia de fase del
sistema de espines (ec. 1.5). Después de Ispple rotacion de 90° sobre el sistema, la
coherencia de fase que senge desaparece con una constatd tiempo determinada. Esa
magnetizacion decae a cero por el desfasaje dedmponentes transversales (xy) de los
momentos dipolares de los nlcleos que vuetvéamer una distribucion al azar como tenian
previamente al pulso de RF. En este procesbay involucrados cambios en la distribucion

de poblaciones de espines por lo que el sistema de espiratrega energia al medio

Técnicamente, se defing domoel tiempo que tarda la magnetizacion transveidal en
perder el 63,2 % de su valor iniciéll,) a partir del instante de finalizacion de un pulso de

excitacion de 90°.

Nuevamente, en un sistema de dos espinesajadnteractuan dipolarmente se tiene gue T

es igual &

I 3 '}’_l -

— = ———— (3H0) 4+ 5H(w) + 21(2w))
T, 2040 .

.13

A diferencia de T, T, es dependiente de campos magnéticos de frecuentiags (primer
termino de la ecuacion). Reemplazando) Xn las ecuaciones de ¥ T, se puede graficar

sus dependencias con(Fig. 1.7).

13
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moléculas pequefias moléculas grandes solidos
baja viscosidad alta viscosidad
T, T,
{012 10° 10 103 T,

Figura I.7: Curvas de Ty T, para distintos tipos de sistema de espines. Para moléculas
libres T,=T,, para sélidos Taumenta y Tdisminuye mucho por lo que es dificil de medir
resonancias de solidos.

Con sistemas com, cortos (sistema de moléculas libres como el agua libre), se tiene que
T.=T,. En el caso de sdlidos o® ligada, donde los; son largos, 7se vuelve muy corto y

las resonancias son dificiles medir al decaer rapidamente.

Ademas de las interacciones dipolo-dipalm campo magnético variable también puede
surgir de electrones no apareados. Y comuahento magnético delegtron es 650 veces
mayor al de un proton, resulta que los tiempos de relajagignob tiempos de relajacion T

se hacen muy cortos ya que los electronesaaactomo buenos “absorbentes” de la energia
gue tienen los nucleos excitados y commtiomogeneadores” del campo magentico cercano,
siempre que la distancia entre los electroped nicleo sea lo suficientemente pequefa.
Compuestos exdgenos paramagnéticos, (pammp, complejos de gadolinio como Gd-
DTPA) son muy utilizados en imagenes por resonancia magnética (IRM) por su capacidad de
acortar significativamente los valores de W T.. Los 'H del agua son especialmente
sensibles a la presencia de nucleos parartiagegya que pueden llegar muy cerca de los
electrones no apareados.

.2.1.3 Relajacion transversal aparente T

Al decaimiento 7 intrinseco de una muestra, origioamayoritariamente en la interaccion
dipolar, se le debe sumar el decaimied® la magnetizacion transversal debido a las
inhomogeneidades d&, en el volumen de la muestra. Las variaciones macro y
microscopicas dB,tambien ocasionan pérdida de coheredeidase que se suma a la de las
interacciones dipolareka inhomogeneidad d8, produce entonces una dispersion adicional
de la magnetizacion transversple resulta en un decaimiernton una constante de tiempo
T,*. En esas condiciones, la ecuacion quscdbe el comportaranto temporal dev,y
después de aplicar un pulso de RF de 90° a la muestra es:
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_t/.
MXY=MOe/T2 .14
AB
donde 1 =i+u 1.15
T, T, 2

Es posible, a través de una secuencia dsopudenominada espin-eco (SE), cancelar la
contribucion de{AB,) en el decaimiento de la sefial de RMN.

Entonces, el proceso de relajacion de una nmauekstrespines luego de su excitacion consta
tanto de una recuperacion de tbmo de una disminucion de4MAmbos mecanismos de
relajacién son simultaneos y dependen de los tiempgsT¥T » de la muestra. En general
T. > T, con la igualdad valida par#l libres y T, > T*,, con la igualdad valida para, B

perfectamente homogéneo sobre toda la muestra (Fig. 1.8) .

a . b i
//- s //
/| M¥ /B
/" “—— A
-4 z M
C d, z

Figura 1.8: Imagen del proceso de relajaciémacroscépico de un sistema de espines.
Finalizada la rotacion de 90° de, k&), M, empieza a disminuir por giida de coherencia de
fase de los espines{D T ) y M,empieza a recuperar su valor de equilibrig (18,c,d).

Los tiempos de relajacién; Ty To/T » son particularmente importantes en IRM porque el
contraste entre los distintos tejidos, que es audefinitiva permitdiferenciarlos, se basa
en medir las diferencias de intensidad de Isgifi@ se producen por los diferentes tiempos de

relajacion T y/o T./T » de los mismos, siendo éste uno de las pilares sobre los que se asienta

la IRM.
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|.3 Descripcion de un resnador magnético médico

1.3.1 Introduccion
Un resonador magnético médico, a grandegossse puede dividir en 3 conjuntos de
equipos:

1- El magneto principal con sus bobinasgdadientes y sus bobinde RF de emision y

recepcion de sefial.

2- La electrdnica con los generadores y angaldores de los pulsos de RF y gradientes de

campo magnético y el sistema de rea@py amplificacion de la sefial.

3- Computadoras y programas para procesatmide las imagenes, espectros, etc.

1.3.2 Componentes de un resonador

Magneto principal: es por lo general un bw@do cilindrico supercondtor que genera el
campoB, al que opera el resonador. Se considergeeimayor del cilindro como el eje de
coordenadas “Z”, el eje “X” coincide con taientacion arriba-abajg el eje “Y” derecha-

izquierda.

| Magneto sup erc omd uc tor I

| Bobinasdeoradiente |«
IBnbi.In: de radio frecuencia [+
ey -

|Bobinas de radio fre cuencial
Bob inas de gradiente “"—‘

| Digitalizador
. Radio Frecuenc ia
|

Figura 1.9: Diagrama en bloques de los distintos componentes de un resonador clinico y
las conexiones entre bloques.

Como se muestra en la Figur8, salvo el campo magnétidd, producido por el iman

superconductor, el resto de los campos magps utilizados tienen sus sistemas de
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generacion y amplificacion asociados, que smrirolados por la consola del equipo segun la

secuencia de imagenes que se va a utilizar.

Los valores d&, que hoy pueden producir estos equiposistemédico van de 0,2-3 T en la
practica clinica a 4-9.4%F ' en investigacién. Los bobinadds alto campo estan hechos de
aleaciones que adquieren el dstale superconductor a temperatuentre 5y 25 K, por lo

cual deben mantenerse sumergidos en helio liquido.

Las bobinas de gradientes utilizadas en los sistemas superconductores van montadas dentro
del magneto superconductor “c@a@mente” al mismo. Estas balais son utilizadas en la

etapa de seleccion de planos tomograficos wrdarla codificacion espacial de la sefial de
RMN. Se utilizan tres bobinas, cada una dedaales genera un gradiente lineal de campo

magnético segun los ejes principales X, Y, Z (Fig. 1.10).

Figura 1.10: Dibujo simplificado de las bobinas de gradientes Y) (GZ (G,), sus posiciones
respecto del magneto superconductor y la direccién del gradiente magnético que generan respecto
de B.. Estas bobinas son concéntricas e internas al magneto pribeigmibina de gradientes de

X es similar a la Y, solo que rotada 902.

Lasbobinas de RFson utilizadas durante las etapagdrdaesmision y recepcion de los pulsos
de RF. Estas pueden estar fijas dentrordsbnador (bobina de cuerpo o "body") o ser
externas (removibles pacada estudio particular), cones bobinas de cerebro, columna,
rodilla, hombro, corazon, abdomen, etc. La kdBaRF medida es amplificada, digitalizada y

guardada en memoria pargoebcesamiento posterior.

En general todos los centros de resonanergeti ademas una computadora (tipo “estacion de
trabajo”) para el procesamiento de imagepesstudios que requiarade un trabajo de
procesamiento particular, como es el ca® reconstrucciones de imagenes de 3D,

angiografias, resonancia magnétigadional, espectroscopia, etc.
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I.4 Generacion de imagenes por IRM
|.4.1 Gradientes en IRM. Generacion de los cortes anatdmicos

La creacion de imagenes por RM se bask @ombinacion de pulsos &F y gradientes de
campo magnético a tiempos bien definidos pata@béescer la rotacion denada de los espines
en regiones especificas (generando corte®@ameads) y codificar logspines para establecer

su ubicacién en el espacidg”.

La ubicacion y el tamafio del corte anatomicouda imagen se consiguen a través de la
combinacion de pulsos de gradientes y de &dt, un gradiente ligal de campo magnético
en la direccion X hace que el campagnético dependa de la coordenagapor lo tanto la

frecuencia de resonancia de los espines esta vinculada a su posicién a través de
o(x)=yB(X)=yB, +7 xG, .16

Entonces para obtener cortes anatémicostiigan pulsos de RF que tienen un ancho de
bandaAw . De este modo solo aquellos espines@gtén en el intervalo de campo magnético

dado por

centrado en Bsentiran la excitacion resonante y daran sefial de RM necesaria para la
generacion de la imagen. El ancho de bantlpuleo de RF y la amplitud del gradiente de

seleccion de corte anatdmico aefin el ancho del corte anatomico que dara lugar a la imagen

(Fig. 1.11 y Fig. 1.12).
¢ %

st
I_ﬂ'

Bo-GxD Bo+GxD

Bo
Figura 1.11: Representacion del Unico corte excitafiouna secuencia de IRM. Excitando
el volumen con un campo de RF de ancho de banden presencia de un gradiente lineal

(G, representado por la linea) que modifica el camgosBlo aquellos ndcleos que se
encuentren bajo un campm/ - AB percibiran el campo de RF (marcado con rojo). La
7

combinacion de gradiente y ancho de bashetermina el ancho del corte anatémico.

Varios pulsos de radiofrecuenci®g distinto rango difecuencia forman la serie de imagenes

de una region (Fig. 1.12).

18



Capitulo |
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Figura 1.12: Gradiente lineal y frecuencia de resonancia asociada a cada campo magnético
para el nicleo diH a 1,5T. Distintas frecuencias de Rfoducen excitacion y rotacion de los
nacleos dentro de ciertos valores de campo niagnéenerando asi imagenes de las distintas
regiones anatémicas.

Una de las caracteristicas quedraa la IRM Unica es su @gpdad de hacer cortes oblicuos,
esto es, cortes angulados respecto de los)Xgjeé y Z del resonador. Esto se consigue
facilmente dado que los gradientes que dagtintas bobinas generan se pueden sumar

linealmente para producir un gradiente de direccion arbitraria.

l.4.2 Formacion de la imagen.

La obtencion de imagenes bidimensionales pM # basa en la aplicacion de una secuencia
de pulsos de RF y gradientes a los nlcle@sfgaron rotados dentae un corte anatdémico
de interés. Existe en IRM una amplia variediadsecuencias que permiten resaltar distintas
caracteristicas de los tejidos que se estardiesdo. En lo que sigue se expone una breve
descripcion de los mecanismos de codificacioa@apde la sefial dMN que se aplican en

todas las secuencias para laeoioion de IRM bidimensionales.

Es importante resaltar que HRM la codificacion de la sefial magnética que se mide es una
codificacion en frecuencia (y fase), lo que leedincia del resto dedaécnicas de imagenes
meédicas donde la codificacion es espacial.peecisamente esta particularidad lo que le

permite obtener el alto nivel de résnon espacial que la caracteriza.

Para la formacion de una imagen bidisienal por IRM se necesita de una doble
codificacion que permita determinar la posicfg)y) de donde proviene la sefial. La forma de
realizar esta codificacion se basa en la aplicacion repetida, de dos gradientes perpendiculares
de campo magnético (llamados fdsey frecuencia). Estos logran establecer en espines en
posiciones distintas, frecuencias de rotacién (y fase) distintas que luego se logran traducir
nuevamente en coordenadas espaciales (Hig) por una transformada doble de Fourier
(DFT).
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Gradiente de fase
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Figura 1.13 Representacion esquemaética del efectladrecuencia y fase de rotacion dg M

de dos gradientes perpendiculares. Depeddiede la posicién espacial en el corte
anatémico, los momentos magnéticos di& cada voxel rotan a diferentes frecuencias. Estos
dos gradientes permiten relacionar posiciongmaales a través de frecuencias y fases.
Sucesivas adquisiciones variando la amplitud del gradiente de fase permiten luego
reconstruir la imagen del corte anatomico por medio de una doble transformada de Fourier

(Kt y K, representan a los gradientes de fase y frecuencia (o lecitfrdd, frecuencia/fase
de rotacidn/adquirida de los espines.

Asi, una secuencia para la gawdn de una imagen por Rbbnsiste en adquirir, para un
mismo corte anatdmico, varias sefialesRiM (tipicamente entre 128 y 512) con la Unica
modificacién que las amplitudes del gradiente de fg por lo tanto la fase adquirida por los
espines) sean diferesst La sefial que las bobinas recegganiden por la rotacion deyes
digitalizada (tipicamente seiliza una digitalizacion entre2B y 512 valores) para completar
lo que se conoce como el espacio K (Fig. 1.14).

Espacio K
-

Eco

Digitalizacion dela seial

Figura 1.14: Representacion de la adquisicion del espacio K para la generacion de una imagen
por RM. Ademéas del campo de RF y del geate de localizacion del corte anatomico se
necesitan dos gradientes mas, el de fasg (@ distintas amplitudes) y el de frecuenciagG

Estos dos gradientes permiten definir el espacio K. Este espacio se va completando, linea por linea
(cada linea es una amplitud dec@istinto) con los valores digitalizados de la sefigk Ykkee,

son los vectores del espabiale fase y frecuencia respectivamente).

20



Capitulo |

Las secuencias de IRM “son repetitivas” ersehtido que, para obtener una imagen de un
corte anatébmico, se repite la misma secwena pulsos de RF y gradientes con la Unica
diferencia que solo se modiéi la amplitud del gradiente d@se. El tiempo entre pulsos de

RF se conoce conmt@émpo de repeticio(irR).

Dos son las secuencias originales y las quegodree utilizaron en IRM, la secuencia espin-
eco (SE) y la gradiente-eco (GE). En ambasessaas la sefial que se mide empieza a crecer,
alcanza un maximo (el “eco”) lmego decae. El tiempo desdepelso de rotacion de RF al
maximo de sefial (eco) se conoce cortiempo de ecqTE). TR y TE son dos de los
pardmetros fundamentales en IRM ya que medifilolos se obtienen tir#os contrastes de
los tejidos. Finalmente la imagen se omdiemediante una transformada de Fourier

bidimensional de este espacio K (Fig. 1.15).

i ] TR

N {(p
f T
GS.‘Q it
Gy —
G]I:
Sefial |
TE

Figura 1.15: 1zq) Imagen T, de cerebro de un corte anatdmico y su espacio K asociado. Der)
Representacién grafica completa de una sexaeéBE donde se representan los tiempos de
encendido del pulso de RF, de los distintos gradientes y el eco medido. En particular, la
amplitud del Gg varia de un maximo a un minimo en diferentes pasos de amplitud fija. RF:
radio frecuencia; G gradiente de seleccién de corte anatomigg; ggadiente de fase; g
gradiente de frecuencia; TR: tiempo de repeticién; TE: tiempo de eco.

Como se vera en el proximo capitulo, laestoion de espectros monovoxel por RM se basa
en principios similares, ya que a travegydadientes y campos de RF, se define un volumen
(voxel) de interés y se excita Unicamente aeksines ubicados en el interior de ese voxel.

Sin embargo, en esas secuenn@egxiste una codificaciorespacial de la sefial.

1.4.3 Imagenes de IRM cerebrales

En IRM, ademés de la posibilidad de adguimagenes con distintas angulaciones y alta
resolucion espacial por la codificacion en freweias y fase que se realiza, existe la
posbilidad de obtener una gran variedad derast@s entre los tejidos o0 sustancias que se

encuentran dentro del certanatémico que se estulliaEsto se origina por la gran
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versatilidad de modificar pulsos de RF y gratis, los distintos valosede TR y TE posibles
y por la amplia posibilidad de combinarloslaa secuencias. Asi, wstudio de IRM por lo
general consta de varias imagenes cornintlist tipos de contraste para un mismo corte

anatoémico.

Tomando como base las dos primeras secuegu@se utilizaron en IRM, la SE (espin-eco)

y la GE (gradiente-eco), las sucesivas mejoras en hardware y software en los resonadores
llevdo al desarrollo de multiples secuas;i que no son mas que modificaciones y
combinaciones de las SE y GE, que permietener imagenes con nuevos contrastes y

adquirirlas en tiempos mas cortos (Fig. 1.16).

o Espin echo [SE
minutos

Inversion

Gradiente eco
(GE)

Fast/turbo SE

sequndos
mili - sequndos

T T /T T

Figura 1.16 Grupo de secuencias de IRM que permiten generar imagenes con distintos
contrastes, derivadas de las dos secuencias basicas, SE y GE. Las secuencias del grupo de las SE
son imagenes con mejor calidad de contrastessouencias mas lentas y depositan mas energia

en los tejidos. Son de destacar la FLAIR y la FastSE por el excelente contraste que muestran del
tejido edemetizado en lesiones cerebrales. demsiencias del grupo GE son secuencias mas
rapidas y depositan menos energia en los tejidelsgrupo de las GE son de destacar la GE-EPI

por ser la base de las secuencias de perfusion, difusion y funcional, la Spoiled GE por ser la
secuencia que originan las imagenes con contrastie ®lta resolucion y la GE basica por
determinar regiones de mala homogeneidad y sangrado. (Modificado de ref 15).

En particular, en un estudio de IRM de cerebro se realizan un conjunto de secuencias que
brindan tanto informacién anatomica como fidgita de los tejidos. Asi, es comun obtener
imagenes potenciadas encbn y sin contraste ;i T*,, FLAIR™®, difusién'” y perfusion?®,

donde todas dan algun tipo de informacién ipaldr y complementaria para ayudar a

establecer un diagnéstico (Fig. 1.17).
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Figura 1.17 Grupo de imagenes de un estudio de cerebro de un tumor post-cirugia, donde
se ven imagenes potenciadas eef sagital (a) y axial (d),,Tb), FLAIR en coronal (g) y

axial (c), GE (e), T con contraste (f) y estudios funcionales de difusién DWI (h) y
perfusion T (i) donde cada imagen brinda algtipo distinto de informacion sobre el
estado de la lesién (tumor).
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Capitulo 1l

Capitulo Il
Espectroscopia por resonancia magnética nuclear

1.1 Introduccién

La técnica de IRM se ha consolidado en ltisnds afios en el diagnéstico médico clinico por

la excelente resolucion y contraste de snagenes. Pero historicamente, no fueron las
imagenes la primera aplicacion de la RMM, que tras la observacion del fenomeno de
resonancia magnética nuclear en 1946 por los grupos de Stanford y Harvard, liderados
respectivamente por F. Blothy E.M. Purceff, numerosos equipos de investigacion
comenzaron a realizar espectros de RMN con nulcleotHdéP, °C, »°Na, etc. Estos
estudios fueron el inicio de kspectroscopia por resonancia magnética nuclear (ERM)
Rapidamente los quimicos incorporaron estaitécoomo una metodologia rutinaria para el

andlisis estructural de moléculas.

A comienzos de la década del 80 empezarom acseercializados los primeros resonadores
con aplicaciones tomogréficas, y desde entoratemayor esfuerzo se ha puesto en el
desarrollo de técnicas de obtencién de imagpoefM, de tal forma que el desarrollo de la

espectroscopia por resonancia magnética “in vivo” fue parcialmente relegada.

No obstante, el desarrollo de sistemasalte campo magnético (1.5-8 Tesla), posibilité un
nuevo e interesante campo de estudio al permitir obtener espectros “in vivo” de distintos
ndcleos con suficiente resolucién y sensibiltidd La posibilidad que ofrece la ERM de
estudiar de modo no invasivogahos procesos metabdlicos "in vivo", sin interferir en los
procesos que originan estos metabolitos, es o mas apreciado de la espectroscopia clinica.
[1.2 Principios basicos de espctroscopia magnética nuclear

11.2.1 Introduccion

La ERM se fundamenta en que el campo magnético efdgj\ad que se encuentra expuesto

un nucleo es la suma del
1- Campo magnético principal producido por el iman (superconductor) y

2- Las pequefias variaciones de campo agnético producidas por el entorno

guimico en que se encuentra el nucleo.

Esto significa que ldrecuencia de resonancia de un nucleo en particular depende del
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“entorno magnético” en el que se encuentra, por lo tanto de su ubicacién en la fholécula
Asi, distintos ntcleos ddH pueden estar sometidos a difées entornos electrénicos por
estar ubicados en diferentes posiciones dedraina molécula. Estos diferentes entornos
electronicos crean pequeias difefaa@en el campo magnético princifiga sobre cada uno

de los nicleos y, por consiguiente, cHdalentro de la molécula estara caracterizado por una
frecuencia de resonancia difereri®l mismo modo, si dos ntcleos e tienen un entorno

electrénico similar, entonces tendran similar frecuencia de resonancia.

[1.2.2 Desplazamiento quimico

La escala de valores en el eje de las fredasrmdepende evidentemente del valor del campo
magneético, a mayor camgy, mayores son las frecuencias de resonancia de los nucleos (y
las diferencias entre ellas). Esto es un inconveniente cuando hay que comparar espectros
obtenidos con diferentes intensidades de carfmosejemplo, 1 T, 3 T, 11 T). Para eliminar

esta dependencia y lograr que los espsctrdquiridos con imanes de diferente campo
magnético sean comparables, se definen lasiponsi de las distintas resonancias mediante

una escala relativa denominadake$plazamiento quimicad.

Sif, es la frecuencia de resonancia de un nigiense toma como referencia, cualquier otra
frecuenciafx) puede expresarse mediante su desplazamiento quimico definido por

DesplQuimico= @ x 10°

.
El desplazamiento quimico es un valor adisi@mal que se expresa en partes por millén
(ppm). La escala de desplazamiento quimico permite establecer a veces una relacion
biunivoca entre posicion y grupo quimico o susitanque facilita la identificacion de los
diferentes compuestos presentes en lastna analizada, independientemente del campo

magneético en que se obtuvo el espectro.

Figura II.1: Espectros de cerebro obtenidos en resonadores clinicos de 1.5 T (izq), 3T
(cent) y 7T (der), donde se observa la mejora en kohecion de los distintos metabolitos.
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Si bien en términos de ppm los ndcleos W& misma sustancia “resuenan” a valores
definidos, a mayor amplitud de camBg la separacion (en Hz) entre picos aumenta, lo que
permite mejorar la resolucion de los distintos pide las diferentes sustancias de la muestra
(Fig. 11.2).

11.2.3 Acoplamiento espin-espin

Los nucleos con espin distinto de cero dedgana molécula pueden interaccionar entre si
transmitiendo la informacién de su estado derepor medio los electrones de los enlfces
A este fendmeno se lo llama acoplamientoreggpin y define un tipde interaccion en el
cual los espines de los nucleos vecinos,aeesariamente del mismo tipo, afectan los niveles
de energia del nacleo estudiado y producesdal@amientos de las resonancias de este

nucleo causando que un Unico pico se divida en varios picos (multiplete).

La separacion entre las lineas de un multiplete se denomina constante de acoplasiento
valor es independiente del campo magnético y nlonergte se expresa en hertzios (Hz). La
magnitud de esta constante depende princgiende la constante giromagnética de los
nacleos acoplados, del tipo y nimero de enlaeesiicos, de la electronegatividad de los
atomos y grupos cercanos y de la geometriagienlaces involucrados; y puede variar entre
unos pocos a centenas de Hz. Si bien los espectros de RNMM die la mayoria de las
sustancias presentan este tipo de acdpl#o a veces no es posible observar el
desdoblamiento por la imposibilidad de “resol picos muy préximos. Este efecto es
particularmente notorio en el caso de los espsalinicos en que las lineas son anchas (Fig.
[1.2). Sin embargo el lactato (Lac) y la alanina (Ala) son dos sustancias donde el

acoplamiento espin-espin se resuelve muy bien en la ERM clinica.

[
Freguency (pom)

Figura 11.2: Espectros medido de Mio-inositol (Mio) a 14 T (izg), simuladoa 3 T con un
ancho de linea de 5 Hz (centro) y medido a 3 T (der) en un resonador clinico. Los distintos
multipletes originados en el acoplamiento espin-espin se ven bien definidos y totalmente
resueltos a 14 T pero no a 3 T. El espectro medido en el resonador clinico muestra una
pérdida de resolucion adicional debida a la mayor inhomogeneidagd de B
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I1.3 Espectroscopia clinica por resonancia magnética

El primer paso para adquirir un espectro conresonador clinico consiste en adquirir una
serie de imagenes que servirdn para determinar la posicion y el tamafio del voxel donde se
desea obtener el espectro. Actualmente, el@gipos permiten realizar distintos tipos de
espectros, de un solo volumen (monovoxel) o de mas de un voxel (multivoxel). En lo que
respecta al monovoxel, los equipos permiteadificar el tamafio del voxel. El valor
estandarizado es de 2x2x2 (8°3pnpero es posible agrandarlo o achicarlo para ajustarlo

mejor a la region de interés.

En lo que sigue se presentan los “items” mgmntantes a tener en cuenta en la obtencion de

un espectro clinico monovoxel como los utilizados en este trabajo.

11.3.1 Homogeneizacion del campo magnético y cancelacion de la sefial del agua

Los tejidos y los o6rganos de las personass@mtan diferencias en la susceptibilidad
magnética que alteran la homogeneidad del campo magnético priBgifgah general
medido en partes por millén (ppm)). Cuando ®sliferencias de susceptibilidad se producen
dentro del volumen donde se quiere realighrespectro, los nucleos de una molécula
presentaran diferentes frecuencias de resonangian sea la posicion en la que se encuentre
cada molécula en el voxel. Como resiiftale esta inhomogeneidad del campa&ntro del
voxel, el ancho de los picos en los especti®gesonancia aumenta (el ancho a mitad de
altura esta dado por iX,*) perdiéndose resolucién, disminuyendo la relacién sefal-ruido

(SNR, signal-to-noise ratio) y por lo tanto la calidad del espectro (Fig. I1.3).

LI P
L
W Wi

Figura 11.3: Espectros de distintos tejidos pero en regiones anatomicas similares (imagenes
laterales donde se muestra la ubicacion del val@ige se puede ver las consecuencias de
una mala homogeneizacion del campg @evio a la adquisicion del espectro. a) Mala
homogeneidad sobre el tejido lesional b) buena homogeneidad sobre tejido contralateral.

28



Capitulo 1l

Para conseguir una adecuada homogeneidad de campo magnético los resonadores estan
equipados con un conjunto de bobinas, ldasabobinas de “shimming”, que generan un
conjunto de campos magnéticos arméricdsLa corriente que circula por estas bobinas se
ajusta para compensar las inhomogeneidades del campo magnético principal y las que se
producen por la “geometria” anatomicde la regibn que se esta estudiando.
Independientemente del ndcleo a adquirir, psbeeso de homogeneizacion se realiza antes

de la obtencion de un espectro y se realigegre con la sefial espectral del agua debido a

que su intensidad permite medirla facilmente procedimiento consiste en registrar
sucesivos espectros de protones mientrasréanvias corrientes de “shimming” hasta que el
ancho de la resonancia del agua es minima @tura del pico es maxima). En general los
equipos lo realizan de manera automaticaretiempo breve con resultados suficientemente
buenos, aunque es posible hacerlo manualmente. Conseguir una buena homogeneidad del

campo magnético es un paso clave para obtener un espectro de calidad.

Una vez determinada la ubicacién y el tamdébvoxel y realizada la homogeneizacion del
campo en el voxel se puede empezar la adqomsibel espectro segun la secuencia deseada.

Un factor limitante al momento de realizar un espectrdties el agua, que tiene una
concentracion en los tejidos varias veces mayor que la de los metabolitos de interés. El agua
intracelular puede estar en una concentragid@) dependiendo del tejido, puede oscilar entre

40 y 55 M mientras que la concentracion de los metabolitos de interés biologico es de 1-3
mM, una diferencia de mas de 4 6rdenesnanitud. Si la sefial que proviene de las
moléculas del agua cuando se realiza un espectttl de sé cancela o se cancela mal, el
espectro que se obtiene tiene poca utilidad yamuehas de las sefiales de los metabolitos de

interés quedaran enmascaradas (Fig. 11.4).

Ll

Figura 1.4: A) y B) Espectros con una mala cancelacion del agua C) espectro con una
cancelacion del agua adecuada. Claramente se observa como varios picos de algunas
sustancias quedan ocultos por la mala cancelacién del agua.

Es por eso que la mayoria de los protosotle medicidbn de espectros comienzan con
secuencias de cancelacion de agua. Todas sstaliencias, salvo pequefias variaciones, lo

que hacen es aplicar varios pulsofRffeque solo afectan a los nicleostdalel agua (pulso
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de 90° o mas), para luego aplicarles un gradiente que desfasa los'esMiesras los
nucleos déH del agua tienen sus espines desfaséetosonjunto no dan sefial), a la regién

de interés (voxel) se le aplica la secuencia de excitacion elegida (Fig. I1.5).

Crusher
Gradient

»FLF\_/\

q—Em:te—h\r Gr&—h‘.‘at —F\*

===

After some
Tipped Dephasad T1 recovery

Figura I.5: Secuencia de cancelacion del agua. Se rota con un pulso de RF mayor de 90°
solo los protones del agua y se aplica unigrdd desfasador. Como resultado, el agua no
emite sefialde Manual for MRl and MRS Applications General Electric (2001).

11.3.2 Secuencias de espectroscopia clinica

Dos son las secuencias mayormente utilizgtlea ERM clinica que permiten definir el

volumen (voxel) de adquisicion. Estas secuencias son:
e STEAM: (STimulatedEchoAcquisitionMethod) y
e PRESS:(Point REsolvedSpectroscopy).

Estas dos secuencias se basan principalmerdefenr por medio de gradientes, el volumen
donde se quiere realizar el espectro. Al noisiempo que se aplican los gradientes, se
aplican pulsos de RF especificos que solo afectan a los nucleos dentro de una regién
particular del gradiente. De la combinacion3dgradientes perpendiculares se selecciona el

voxel (Fig. 11.6).

RF

Gse

Figura I1.6: Construccién del voxel a través de combinacién de pulsos de RF y
gradientes perpendiculares que lo vanrdefido. La misma secuencia “trabaja” sobre
los espines para producir la sefial que se mide.
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La secuencia STEAR (Fig. 11.7) consiste de

e 3 pulsos de RF de 90° que combinados cerBlgradientes perpendiculares definen el
voxel. La secuencia necesita ademas de otros gradientes para romper la coherencia

(sefal) de ciertos espines que no son del volumen de interés.

Esta secuencia tiene un tiempo TM, encehl un grupo de los espines es desfasado
(anulados) después del segundo pulso de RF dg 88%antiene lo mas corto posible. La
secuencia tiene, en relacion a la secuencia35RHEna peor relacion sefal ruido (la mitad),
aunque por sus caracteristicas es la recomendada para tiempos TE cortos, ya que define mejor
los metabolitos de slcortos (20-60 ms). Esta secuencia también define mejor los bordes del

voxel y para un voxel grande requiere menos energia de RF que la secuencia PRESS.

|_ TE/2 |_ ™ + TE2 _|

90° 80° 90°

Figura 1.7: Representacion basica de la secuencia STEAM. Esta consta de 3 pulsos de
excitacion de 90° combinados con gradientieapezoides) que definen el voxel. Los
gradientes en gris son de desfase de espines no deseados
La secuencia PRESY(Fig. 11.8) consiste de
e un pulso inicial de 90° seguidie dos de 180°y los 3 pulsos de gradientes para definir
el voxel, ademas de otros para rompeardaerencia de ciertos espines que no son del

volumen de interés.

Esta secuencia tiene una peor definicion bdedes que la secuencia STEAM y es la

secuencia preferida para adquirir espectros con tiempos TE largos.
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Figura 11.8: Representacion basica de la secuencia PRESS. Esta consta de 1 pulso de
excitacion de 90° seguido con dos pulso4&®® combinados con gradientes que definen
el voxel. Los gradientes pintados desgron de desfase de espines no deseados

La combinacion de las secuencias PRESS o $TEdn gradientes que permiten codificar la
ubicacion espacial de donde proviene la sefal (similar a lo que se hace para adquirir una
imagen de IRM) genera lo que se conoce cons (Chemical Shift Image) o MRSI
(Magnetic Resonance Spectrocopy Imaging) meeso multivoxel en el cual se obtiene un

conjunto de espectros localizados que abarcan parte de un corte andttniigg. 11.9).

Figura 11.9: RMSI-CSI integrada a un corte anatémico que permite ver la distribucién de
los distintos metabolitos de un espectro que se obtienen de una region extensa de tejido

11.3.3 Pardmetros relevantes en la adquisicion de espectros clinicos

En lo que sigue, se presentan los parameiesse pueden modificar en la adquisicion de un
espectro déH en un equipo clinico con especial &igaen las posibles modificaciones que
apareceran en el espectro al variarlosuikrspectro monovoxel, los cuatro parametros mas
importantes son:

1- Secuencia de adquisicion

Como se describid, existen dos secuencias distintas (STEAM y PRESS), en general se utiliza

la secuencia STEAM para tiempos TE corf@d8 a 60 ms) y voxels grandes por la energia
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que se deposita en el voxel. La secueRRESS es para voxel estandar (2x2x2 cm - Bocm
en ocasiones de 1,5x1,5x1,5 cm) y tiempos THowr(30 a 270 ms por ejemplo). Por el
disefio de la secuencia, la SNR es el doble con PRESS que con STEAM.

2- Cantidad de adquisiciones

En todo proceso de medicion (digitalizacidla),acumulacion de adquisiciones aumenta la

SNR. La SNR se incrementa como la raiz cuadrada del numero de adquisiciones (N).

S/ Rec+/ N

Es por esto que al aumentar el nimero de adquisiciones se mejora la capacidad de diferenciar

los picos del ruido de base que tiene toda sefial (Fig. 11.10).

Figura 11.10: Espectros clinicos de un mismo voxel con distinta cantidad de adquisiciones
(a) 62 (b) 128 (c) 192 donde se observa mejora en la SNR al aumentar la cantidad de
adquisiciones.

3- Tamairio de voxel

La sefial que se obtiene del voxel en ERM depeéeda concentracion de las sustancias que
se encuentren dentro del voxel (Fig. II.1Ex claro también que a mayor tamafio mayor
sefal (Fig. 11.12).

Figura 1.11: Espectros sobre lesion (izquierda) y tejido sano (derecha) con el mismo
tamafio de voxel y cantidad de adquisiciones. Se aprecia la caida de SNR sobre la lesion
por la disminucién de la densidad del tejido.
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Tamafio del voxel (en cm) Ubicacion del voxel

2x2x2 (8 ml) | 1.7x1.7x17 (4.9 ml) |  1.5x1.5x1.5 (3.37 m|

!
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Figura 11.12 Espectros sobre una lesién con distintos tamafios de voxel (en cm) e igual
numero de adquisiciones (128) donde se aprecia la caida de SNR y cambios en el espectro.

A esto se le contrapone que muchas véaasbicacion del voxel no permite aumentar el

tamano por:

e Cercania a regiones que no dan sefial por falta de tejido, que a su vez inhomogeneizan

el campo dentro del voxel desmejorando el espectro o

e Se adquiere sefal de tejido no patolégico que va a ocultar la concentracién del
patolégico (volumen parcial). por lo que debe achicar el voxel para ajustarlo al

tamarfo de la lesion.

La siguiente tabla compara los tiempos atkuisicion (proporcionales a la cantidad de
adquisiciones) necesarios para tener refees de SNR similares con tamafios de voxel
diferentes (TR 1500 ms).

Tamaiio de voxel Sefal Adquisiciones Tiempo
I1x1x1lcm3(1mL) 1/8 =0.125 4096 1h42m245
2x2x2cm3(8mL) 1 64 1m365

El valor de 4096 adquisiciones se obtiene taadeen cuenta que la SNR es proporcional al

volumen del voxel y a la raiz cuadrada del nimero de adquisiciones.

De la tabla se ve que para adquirir igualtickadl de sefial con un voxel 8 veces mas chico se
necesita de un tiempo impractico para una espectroscopia clinica.
4- Tiempo de eco (TE)

El tiempo de eco es una variable importante@mento de realizar e interpretar un espectro.
Todas las sustancias presentes en el voxel decsetiempos de relajacion distintos y esto
se refleja en el espectro. Como regla, tempos de eco (TE) cortos (30-60 ms) en el

espectro se observan mas sustancias auatgumas no se logran definir bien por el
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solapamiento entre los picos de todas las sustancias que resuenan. A tiempos de eco mas
largos (130-270 ms) se ven menos sustancias rpejor definidas ya que a tiempos de eco
largo, muchas de las sustancias cercdrtos decaen totalmente y no presentan seial (Fig.
11.13).

Figura 11.13: Espectros de cerebro con distintemmpos de adquisicion. Utilizando un
TE=30 ms (a), se ven mas picos que con un TE= 130 ms (b)

La eleccion del tiempo de eco también permite obtener a veces informacion extra de un
espectro gracias al acoplamiento espin-espie @dicleos. Asi por ejemplo, el lactato (Lac)

y la alanina (Ala), sustancias comunes ent@setumores y patologias cerebrales, pero no en
tejido cerebral sano, aparecen como un pico d@algieplamiento espin-espin) invertido a TE

135 ms, pero a 30 ms aparecen en fase corst&l de los picos. Junto con el Lac, a una
misma frecuencia, co-existen las sefialesligielos (Lip) y macromoléculas (MM) que
solapan con el Lac a 30 ms, pero a 135 nsei@l de los Lip y MM desaparecen por tener

estas “sustancias” ; Tnenores.
[1.4 Procesamiento de la sefal

La sefal (FID) de los espines que estan decayesdoa sefial continua que se digitaliza. La
adquisicion de la sefal se repite varias veeesnero multiplo de 2), y la sefial se va

acumulando (sumando) en la memoria de la CPU del sistema para aumentar la SNR.
El primer procesamiento posible de la FID consiste en:

e aplicar algun tipo de filtro para atenuar o eliarita Gltima parte de la FID. Esta suele
ser solo ruido ya que la sefial de las suséang decayo totalmente en esa parte de la
FID. Estos filtros son o un filtro exponencpra disminuir el ruido final o un filtro
de Lorentz-Gauss que anula el ruido figatesalta los valores medios de la FID

donde se encuentra la sefal de las sustancias.
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e aumentar el nimero de puntos de la Ftlb datos de valor nulo. Este es un proceso
complementario al anterior donde se buscaba eliminar ruido eliminando los puntos del
final. Aqui se agregan datos de valor cerfirall de la FID (no incorporan ruido), que

mejoran la definicion de las lineas del espectro.

e la aplicacion de una transformada de Foufiid-T)) que convierte la sefial temporal

(FID) en un espectro de las frecuencias presentes.

e Por ultimo, se realiza una correccion de fagbre la curva obtenida, para tener la
“grafica” del espectro con la altura de losqs, anchos de los picos, etc. El area de
cada pico da una estimacion de la concentracién de la sustancia en el voxel (Fig.
11.14)

Figura 1.14: FID izq.), FT cen.) y correccion de fase der.) de un espectro clinico.

[I.5 Espectroscopia de alto campo

A diferencia de la espectroscopia clinica @uaieuiere espectros “in-vivo” de muestras de

tejido “grandes” que se localizan espacialteepor secuencias disefiadas con ese fin, un
resonador quimico realiza espectros de muestras homogéneas mas pequefas, sin secuencias
localizadoras. En estos equipos se puede &traban muestras liquidas, donde las sustancias

estan en solucién en un solvente apropiadosgueolocan en tubos especiales dentro del

magneto. Todos los equipos de RMN permiten realizar espectros de soluciones liquidas.

Ademas, en algunos equipos es posible reatizgpectros de muestras soélidas, son equipos
gue permiten agregar un cabezal especial en el cual ingresa una rotor donde se coloca un
contenedor con la muestra sélida. Esta t&cuie adquisicion de espectros se conoce como
HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning) permite obtener espectros de RM de

alta resolucion de muestras solidas gracias a la rotacion de la muestra en un &ngulo
definido'®*’. En este tipo de muestra, las interacciones como los acoplamientos dipolares y
la anisotropia de desplazamiento quimproduce un ensanchamiento espectral con una

dependencia angular de (3%sl), donde es el angulo entre el campo magnético estatico y
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el vector internuclear responsable deiriteraccion. Si se hace girar mecanicamente la
muestra, a un ritmo mas rapido que el ensamiento espectral procedentes de estas
interacciones, y al angulo “magico” 84,7° (que cumple el criterio de [3é5#,7°) - 1 = 0],

la contribucion de estas interacciones al ensanchamiento de los picos se puede reducir

significativamente (Fig. 11.15).

Figura 11.15: Dibujos del cabezal de HR-MAS y cenedores donde se localiza la muestra
solida (en rojo). En el caso de los tejidos se completa el volumen,0diada deuterada) y se
sella el contenedor.

El uso de resonadores quimicos de alto campe ties ventajas bien marcadas cuando se los

compara con los espectros clinicos,

1- Al ser los campos magnéticos mas grandes, aumenta la resolucion espectral, 1o que
permite resolver mejor los distintos pecgue se originan por los acoplamientos
guimicos entre ndcleos de un mismo rhetdo y permite separar los picos de
distintos metabolitos que resuenan a frecigenparecidas y se solapan a campos mas

bajos.

2- El conjunto de secuencias de espectpi desarrolladas para los equipos de alto
campo es mucho mas grande que las de los resonadores clinicos. En especial,
secuencias de espectros homonucleares y heteronucleares 2D permiten resolver

metabolitos que en espectros 1D se solapan con otras sustancias.

La Unica desventaja de los espectros “in-vites’que durante la preparacion del tejido y la
medicioén, la muestra se va deteriorando 3 dancentraciones de los metabolitos se van

modificandd®*®.

La secuencia mas sencilla posible en un resonador quimico es aquella donde se,rdta la M
la muestra sobre el plano transversalenseguida comienza la adquisicion. En estas

adquisiciones también es importante la supresion de la HIQOMPhra suprimir la sefial de
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agua, que debido a su alta intensidad puede enmascarar las resonancias de los otros
componentes, se puede utilizar la técnica ésgiuracion. Esta consiste en la irradiacion de

la sefial HDO/HO con un débil campo de radiofrecuencia(8 Hz) durante unos segundos

para que se sature {M M,, = 0) y atenue la sefal antesldedquisicion del espectro e

(Fig. 11.16).
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Figura 11.16: Arriba: generacion de magnetizacion saersal mediante un pulso de RF de
90°. Abajo secuencia béasica de RMN donde la secuencia de rotacion alepléino xy
seguida de la adquisicion se repite n veces. Prexgalezar cada pulso sobre,8e hace
una saturacion del @/HOD para cancelarla (Mo = 0).

Pre-saturacion

En un estudio de alto campo, cualquiera sestaencia de adquisicion, dos parametros son
importantes, la homogeneidad del campo en lastna y la cantidad de adquisiciones que se
suman. Las bobinas de “shimminge estos resonadores son mas complejas que las de un
resonador clinico, permitiendo generar gradiedegampo no lineales hasta de 6° orden o
mas para una mejor homogeneizacion. Al iggae con la ERM clinica, una mejor
homogeneidad de campo permite tener espectrnsmejor resolucion de los picos de las

sustancias y mas adquisiciones mejoran la SNR de la sefial.

[1.6 Metabolitos en ERM detejido cerebral tumoral

La Tabla Il.1 detalla las sustancias mas irtgaes (con sus desplazamientos quimicos en
pprt®) que se pueden detectar por espectroscepide alto campo en la region alifatica (O-

4.7 ppm aprox.) en tumores cerebrales
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Metabolito ppm Estructura Metabolito | ppm | Estructura
0.89 (-CHy) 3150 H,N  OH
i 2
131 ~CHy-...-CH,-CH,-CHs Etanolamina 3.82(1) \ /
1.59-1.60 (-CH,-CH,-COOH) 323 o
Lipidos (Lip) 2.02 -CH,-CH= I;osfalto Qe ’ \\:/P\/ \/\NHZ
etanolamina
2.24 (-CH,-COOH) 4 Ho' on
2.78 =CH-CH,-CH= 3.2 |
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Tabla 1.1 Listado de los metabolitos y ubicacion de las distintas resonancias
posibles de encontrar en un espectraltiecampo de tejido cerebral. Modificado
de ref. 20.
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En lo que sigue se describen someramentsulstaincias mas importantes que son posibles de
detectar en un espectro t de tejido cerebral (Fig. 11.17) y en que proceso metabdlico se
destaca esa sustancia. Este resumen peeniiender porque la ERM fue rapidamente

aceptada como técnica para estudiar procesos metabdlicos normales y patologicos de cerebro.

—

Cr.GABA

5 JJ 4 3 2 1 ppm
Figura 11.17 Espectro déH tejido cerebral indicando los pdipales metabolitos Ala=alanina,
Asp=aspartato, Cho=Colina, PCho=fosfocolina, = GPC=glycerofosfocolina, Cr=creatina,
PCr=fosfocreatina, GABA=gamma-aminobutyrato, Gln=glutamina, Glu=glutamato,
GSH=glutathion, Gly=glicina, Glc=glucosa, Ins=myo-inositol, NAA=N-acetilaspartato,
Tau=taurina, Asc=ascorbato, NAAG=N-acedpartilglutamato, PEwsifoetanolamina,
Lac=lactato

Lipidos (Lip): Originan principalmente dos resonancias a 0,89 y 1,31 ppm relativamente
anchas que son debidas a los grupos metilog-€lmetileno (-CH-) de la cadena de &cidos
grasos. Ademas, entre 2-2,5 y 5-6 ppm hay cteésles de menor intensidad que se mezclan

con las de macromoléculas (MM) (Fig. 11.18).

151 gpm

0.89 ppm

202 ppm ‘,‘"

2.78 ppm 234 |'5_'_’)" J’
; : o
AN S

A

Figura 11.18: Espectros clinicos de tumores cerelsralen presencia de distintos picos de
lipidos representados por su frecuencia de resonancia principal (Tabla 11.1) A): Espectro de
regiébn necrdtica con solo presencia de lipidos B) Espectros con lipidos y metabolitos de
tejido tumoral cerebral.
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Con las secuencias de espectroscopia clinicaesgtaneliminar la sefial de los lipidos que se
origina en el exterior del voxel, ya que en ciertas patologias como isquemias y tumores la

presencia de lipidos es un buen marcador del proceso de apoptosis y/o necrosis.

Macromoléculas (MM): Con tiempos de eco (TE) cortos una fraccion significativa de la
sefial observada debe ser atribuida a resonancias de las macromoléculas (principalmente
proteinas, lipoproteinas, glicolipidos, et€pn equipos de alto campo se puede observar un
minimo de 10 resonancias de macragoalas a 0,93 ppm (M1), 1,24 ppm (M2), 1,43 ppm
(M3), 1,72 ppm (M4), 2,05 ppm (M5), 2,29 paM6), 3,00 ppm (M7), 3,20 ppm (M8), 3,8-
4,0 ppm (M9) y 4,3 ppm (M10)Fig. 11.19). En equipos clinicos las componentes de MM
disminuyen por la disminucion de la resolucEspectral. La asignacion de las proteinas y
lipidos especificos que generan estas sefisdatagracticamente imposible de caracterizar.
El T, de las MM es significativamente mas codioe el de los metabolitos de bajo peso
molecular debido a su mayor tamafo, que esta asociado a tiempos de cortelasam
largos (Capitulo ). Esto permite eliminaficazmente la sefal de las MM con TE largos,

logrando una simplificacion del espectro.

tCr NAA
tCr ‘
i tCho |
l |"| Glu |
|| I, | | Gln\ I|, .
'| Ul ‘l | | Al / f\
v || | I | | A A I\
W wf ! LY | 2 5 i
WALV A WA\
M10 M8 M7 W ma MBME M:
AT /
B /\\ - 2 / o \\/\J \\5_

| 4 ‘ || caBa

f| I|I all f no lactate valine
4N S II Jll |I I | f .')"L'I I' / I / | f‘

C W/ VUNSYON W o o

4.0 3.0 2.0 1.0
chemical shift (ppm)

Figura. 11.19: Componentes macromoleculares (MM) de un espectro de un cerebro de rata a
9,4 T (B) obtenidos por medio de edicion de secuencias que permite cancelar la sefial de los
metabolitos de T“largos”. La diferencia entre un espectro convencional (A) y el espectro de
macromoléculas (B) permite estimar la presencia de metabolitos ocultos por la presencia de
MM (C).

Un espectro promedio de solo las MM pusdeutilizado como “prior-knowledge” (Capitulo
IV) en programas de cuantificacion de espegbara aumentar la precision y la fiabilidad de
la cuantificacion. Se han observado alteracionds®nompuestos macromoleculares de los

espectros en isquemias y tumdtes
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Lactato (Lac): Presenta dos sefales a 1,32 y 4,10.pfasefal a 1,32 ppm es un doblete y
ajustando el tiempo de eco es posible modifiapreciablemente la forma del pico. Sin
embargo, en los tumores y accidentes cerebrodl@®s, el pico Lac se solapa con las
resonancias de los Lip y MM que lo enmaaoarEsta sustancia permite conocer si una
region esta teniendo un metabolismo aerdbicoae@iico, ya que la ausencia de oxigeno en

las células lleva a un aumento instantamen lactato. En condiciones normales esta
resonancia esta en el limite de deteccion de la técnica (<< 1 mM). Situaciones de hipoxia
originan rapidamente aumento de Lac queweden mantener durante dias. Una isquemia
puede dar lugar a un incremento de Lac gaeepuede mantener de manera crénica, en
tumores también es comun ver un aumento en este metabolito. También se lo puede observar

en regiones necréticas o quisticas.

Grupo N-acetilo: corresponde al N-acetilaspartatldAA) y se observa a 2,02 ppm; es un

pico Unico originado en el metilo del grupo aceditola molécula. Este pico es independiente

del TE, manteniendo su altura con distinta@dores de TE. En condiciones normales y en
personas adultas es el pico de mayor altwsa p considera un marcador neuronal ya que se

cree que este compuesto estd presente de manera especifica en las neuronas. Es esto

justamente lo que lleva al interés clinico de su variacion.

En general, se observa disminucion del pico del NAA en espectros de patologias que
presentan una pérdida o dafio de neuronas o sXeselerosis, tumores, etc). También, es
posible ver recuperaciéon de este pico ante la evolucion de ciertas patologias que se asocian a
una recuperacion neuronal y axonal con el paso del tiempo debido a la re-sintesis de esta

sustancia en la neurona.

N-acetil-aspartil glutamato (NAAG): es un dipéptido de N-acetilaspartato y glutamato, con
una distribucion no uniforme dentro del cerel®,6-3,0 mM Se cree que participa en la
neurotransmision excitatoria, ademas de serfueate de glutamato. Sin embargo, su papel
exacto no esta claro. La resonancia principeN#eAG es como en el caso anterior el metilo
del grupo acetilo que en este caso se obsamnva 04 ppm, muy cerca de la resonancia mas
intensa del metilo del NAA en 2,02 ppm. Por @®necesaria una excelente homogeneidad
del campo magnético para detectar de fomeguivoca el NAAG por separado de NAA. En
los casos en que esta separacion no seeplograr, la sumde NAA y NAAG proporciona

una estimacion fiable de la concentracion de NAA.
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Alanina (Ala): es un aminoacido no esencial que esta presente en el cerebro de los
mamiferos a una concentracion menofdemM. Aparece como un doblete a 1,47 ppm y un
cuarteto a 3,78 ppm. En los espectrosHI&MN de bajo campo se solapa con las sefiales de

Lip y MM. Es un claro marcador de los meningiomas.

Acido y-aminobutirico (GABA): es un neurotransmisor inhibidor que tiene una concentracion
cerebral de alrededor de 1 mM. Presealda tripletes a 3,01 ppm y 2,28 ppm y un quinteto
centrado en 1,89 ppm al lado del Ace (AastatLas tres resonancias de GABA se
superponen con otras resonancias mas intgmmas que no es visible en los espectros

clinicos.

Aspartato (Asp): Es un aminoacido no esencial que actia como un neurotransmisor
excitatorio. No cruza la barrera hematocefalginp que se sintetiza a partir de la glucosa
(Gluc) y posiblemente otras precursorégne multiples picos a 3,89 ppm y un par de

dobletes a 2,65 ppm y 2,80 ppm.

Creatina y fosfocreatina (Cr o TCr o PCr/Cr): Esta sustancia tiene dos picos que aparecen

a 3,02y 3,9 ppm. Estos compuestos juegan un rol fundamental en el metabolismo energético
del cerebro. Por el proceso metabdlico que se genera entre Cr y PCr la suma de sus
concentraciones se mantiene constante en condiciones normales. Es por eso que muchos
trabajos la toman como sustancia de refergpaia el célculo de variaciones del resto de los

picos de los espectros.

Colina (Cho): La resonancia que aparece a 3,20 ppm denominado pico de colina (Cho) en un
espectro clinico esta compuesta principalmente, en cerebro y musculo, por tres metabolitos
diferentes colina libre (Cho) fosfocolina (PCho)y glicerofosfocolina (GPCho) La
concentracion de estos compuestos es baja, g@lo que a este pico contribuyen los tres
grupos metilo unidos al nitrégeno, estas moléculas dan un pico de gran intensidad. Estas
sustancias no se pueden separar en 3,20 ppm en un espectro clinico debido a la pequefa
diferencia de desplazamiento quimico emcin con el ancho de la linea espectroscopica.

Los compuestos de colina se asocian conadgao metabdlico de sintesis y degradacion de
fosfolipidos, por lo cual reflejan la sésis y degradacion de membranas celulares. En
general, en tumores es un marcador relevgurque este pico/s es mayor que en tejido

normal.
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Myo-Inositol (Mio) y scylloInositol (S-Ino): Mio es un azlcar ciclico con seis protones
detectables que dan lugar a cuatro grupoesienancias. Un doble doblete centrado en 3,52
ppm, un triplete a 3,61 ppm, un pequefio triptitdos protones a 3,27 ppm que tipicamente

es “tapado” por la Cho en un espectro clinico y un triplete a 4,02 ppm que en espectros
clinicos es atenuado por la cancelacion del pico del agua. Es un compuesto que en los nifios
es mas abundante y decrece con la edad hastazal los valores que se encuentran en los
adultos. La funcién exacta del Mio en elefmo no se conoce, a pesar que desempefa una
importante funcion en la regulacion osmoéticaeéniidn. Se ha propuesto como un marcador
glial aunque esta caracteristica ha sido cuestionada por la deteccion de Mio en diferentes
tipos de células neuronafésSe conoce que esté elevado en tumores gliales de bajé’grado
2425 Otro compuesto relacionado, el S-Ino uesisémero del Mio que da un dnico pico a

3,35 ppm.

Glutamina (GIn) y Glutamato (Glu): originan una serie de sefales en las regiones 2,2-2,4
ppm y 3,6-3,8 ppm. Debido a las interacciones spielan entre los ndcleos a intensidades
bajas de campo, las dos sustancias son dfficie separar. Su nivel de acoplamiento es
también muy variable con los tiempos de eco (TE) utilizados. Esto hace que, aunque su
concentracion en cerebro sea mayor que la del NAA, su resolucion no sea buena. A campos

mayores (7 T) se puede determinar la contribucién de'thdemgnéticamente equivalente.

El Glu es un aminoacido no esencial con mdltiples funciones en el cerebro. En primer lugar,
el Glu es el principal neurotransmisor excitat@n el cerebro de los mamiferos. En segundo
lugar, es el precursor para el principaumgransmisor inhibidor, GABA. Ademas de estas
funciones, el Glu es también un componentpartante en la sintesis de otros metabolitos
pequefios (por ejemplo, Glutation (GSH)), asi cam@randes péptidos y proteinas. Glu esta
presente en una concentracion media de 6-i®/bcon diferencias significativas entre la
materia gris y blanca. El Glu esta presentd¢oelos los tipos de células cerebrales, pero con
una concentracion mayor en las neuromgistamaérgicas y menor en las neuronas

GABAérgicas y astroglia.

La GIn también es un aminoacido, y esta ulacpdncipalmente en los astrocitos a una
concentracion de 2,4 mM. El Glu se sintetizalan neuronas a partir de la GIn que se
sintetiza en el astroglia. Ademassiepapel en el ciclo de Glu-Gfyla funcién principal de

GIn es la desintoxicacion de amoniaco. Glmanta notablemente durante hiperamonemia y

en esas condiciones la concentracion emeeebro de GIn es un buen indicador de la

44



Capitulo 1l

encefalopatia hepatica del higado

Glucosa(Gluc): es una sustancia esencial pareeegbro ya que funciona como una fuente
de energia y un precursor de un gran nimermodguestos. La concentracién de Gluc en el
cerebro en reposo es de alrededor de 1,0 pavhy se puede aumentar a mas de 5,0 mM por
infusion intravenosa de Gluc. Presenta tisonancias identificables in vivo a 3,43 ppm y
3,80 ppm. La Gluc es en principio medible encerebro, aunque el gran solapamiento

espectral en esa regién limita la fiabilidad de la deteccién.

Glutation (GSH): es un tripéptido compuesto de glicina, cisteina y acido glutamico. Esta
presente en el cerebro en concentraciones de 1,3 mM. Se localiza principalmente en los
astrositos. GSH es un antioxidante, esenpala el mantenimiento de glébulos rojos
normales y mantener la hemoglobina en estado ferroso. Los cuatro protones metileno del Glu
dan lugar a dos multipletes por separado2e¢td ppm y 2,55 ppm. Los 3 de la cisteina
generan los multipletes a 2,93 ppm, 2,98 ppm y 4,56 ppm. Todas las resonancias de GSH se
superponen con las sefales mas intensatroe metabolitos como Glu, GIn, Cr y NAA. Por

eso, la deteccién in vivo de GSH es muy dificil en espectros clinicos.

Glicina (Gly): es un neurotransmisor inhibitorio posiblemente un antioxidante, que se
distribuye en todo el sistema nervioso caintta Gly tiene un Unico pico a 3,56 ppm muy
cerca de la frecuencia de resonancia piglo principal del Mio, lo que los hace
indistinguibles a campos bajos. Sin embargsulstancia decae mas lentamente que el Mio,

por lo cual, una manera de diferenciarlo del Mio es utilizar tiempos de eco mas largos.

Taurina (Tau): A campos magnéticos altos la Tau muestra dos tripletes en 3,25y 3,42 ppm.
A campos magnéticos bajos, la Tau se superpondos picos de la Cho, de tal manera que

la deteccion inequivoca requiere el uso deéon@s de edicion. Este aminoacido aparece en
muy baja concentracion en un cerebro adultonabfaprox. 2 mM, en los nifios es de 6 mM)

y se cree que esta implicado en la osmoeendih, ademas es antioxidante y regulador de

calcio.

Hypo-Taurine (H-Tau): es un producto generado por la enzima dioxigenasa cisteamina a
partir de taurina. Puede funcionar como antioxidante y un agente de proteccion en
condiciones fisiologicas. También actla coamneurotransmisor endégeno a través de la

accion en el receptor glicina. Muestra dos tripletes a 2,65y 3,35 ppm.

Ademas de estas sustancias, que son facilmente detectables en un espectro de alto campo, y
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pueden ser también medidas en espectros clinicos, se encuentran otras que por su baja
concentracion y solapamiento con resonancias de sustancias con mayor concentracion no se
detectan en espectros clinicos. Si embargo si son posibles de medir en espectros de alto

campo, si el volumen del tejido es grafid&stas sustancias son:

Glicerol, glucogeno, histamina, histidinf;hidroxibutirato, fenilalanina, piruvato, serina

succinato, triptofano, tirosina, valina, etanolamina y fosfato de etanolamina.

Existen otras sustancias en el cerebro qudagonitada sensibilidad de la técnica no pueden

ser detectadas debido su baja concentradl@l mM). Estas sustancias son por ejemplo
neurotransmisores como acetilcolina, norepinefrina, serotonina, dopamina, etc. También es
muy dificil caracterizar otros compuestos que pueden estar en concentraciones mas elevadas
como los fosfolipidos, la mielina, protein&\A y DNA ya que su movilidad esta limitada y

tienen T, muy cortos. Sélo en aquellas situacionasy particulares cuando alguna de estas

sustancias aumenta su concentracién por algun motivo es cuando son detectables.
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Capitulo Il

Capitulo IlI
Tumores gliales del sistema nervioso central

[11.1 Introduccién a los tumores gliales

l11.1.1 Clasificaciones histologicas

Enla clasificacion histologica, el paradigma diagnostico depende fuertemente del analisis de
los elementos morfolégicos de la microseopptica para asignar a los tumores tanto un
linaje especifico como un grado histolégicoadgesividad. El primeantecedente historico,

la clasificacién de Bailey y Cushihg se basaba en la analogia entre el proceso embrionario

y el neoplasico.

Recién a fines de la década del “40, asb@ la clasificacién de la Clinica MdydEsta era
consistente con los intentos kdeépoca de elaborar clasificanes pronésticas basadas en la
morfologia (el ejemplo méas famosaa la clasificacion de Dukes para los tumores colonicos).
La clasificacion de la Clinica Mayo dividia los tumores astrociticos en 4 categorias:
astrocitoma | a IV. Lo interesante fue laentacion esencialmenfgrondstica que tenia,
dejando practicamente de lado las consideracibisésgenéticas. Su debilidad mayor era la
dificultad en la reproducibilidad, dado que teenh cuenta 11 criterios morfolégicos lo que

constituia un sistema complejo.

A posterior, en la d&da del 50, Reingeftzpropuso un sistema basado en 3 categorias:
astrocitoma, astrocitoma anaplasico y ghkaibma, nuevamente con predominio de las

consideraciones prondsticas.

Recién en los “70, se produce un cambio conekptiportante a partir de la decision de la
Organizacion Mundial de la S&luOMS) de reunir expertos das distintas areas de la
oncologia y elaborar clasificacies basadas en la morfoldgiaue funcionaran como
“diccionarios” para homologar internacionalmente las nomenclaturas. Asimismo, la OMS
introdujo una clasificadn que ponderaba exclusivaments lgrados de agresividad”, en
forma absolutamente independiente de latolgiénesis. Dada la “institucionalizacion”
brindada por la OMS, &s clasificacién internacional y sus versiones suce$iasieron
sumamente populares y brindaron, por primexa wuna base soélida para la comparacion de
terapéuticas y resultados en categoriasoldgecas homogéneas (o, al menos, lo mas
homogéneas posibles), permitiendo la posibilidadrealizar ensayos clinicos terapéuticos

con comparacion de grupos.
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En el afio 1988, el grupo del hospital Saint Adleela Dra. Daumas Duport junto con la
Clinica Mayo, publicaron un sistema de gradadi@stologica basado en sélo 4 criterios
histolégicos: pleomorfismo nuclear, mts, proliferacion vascular y necroSi€ste sistema
demostré ser altamente predictivo, senciltoreproducible y fue incorporado en la
clasificacion de la OMS de 1990. Este esisd funciona aceptablemente en cuanto a
homogeneizar las entidades en forma redatignte reproducible, pero adolece de algunas
debilidades. Entre ellas, la naturaleza “texta@Scriptiva de sus definiciones, la variabilidad
inter-observador, la incapacidad de dar cudatk heterogeneidad tumoral y las limitaciones

del muestro quirargico.

Un aporte adicional, y de qana manera complementario, kiglo la graduacion de los
oligodendrogliomas propuesto por Daumas Duport. Esencialmente corresponde a dos
categorias: oligodendroglioma grado A y @aB, siendo la diferencia entre ambos, la
captacion de contraste iodado o paramagnétic €mado B. Esta camtion se correlaciona

con la proliferacion microvascular, la cuél puedeo estar presente en la muestra quirurgica.
l11.1.2 Clasificacion general

La mayoria de los tumores cerebrales priasarson de origen neuroepitelial. Estos
representan el 30% al 40% tbelos los tumores intracraneakecluyen a los gliomas, que
constituyen el subgrupo mas numeroso. Los gliomas son tumfipiass de la edad media,
con una incidencia maxima entre las edade$0dg 65 afios y alrededor de la mitad de todos

los gliomas en adultos son glioblastomas (GB).

Tipo tumor Grado | % de tumores cerebrales
Tumores Neuroepiteliales 34.3
Glioblastoma \% 17.1
Astrocitoma Anaplasico [l 2.1
Astrocitoma pilocitico I 1.7
Oligodendroglioma Il 1.4
Ependimoma /1 1.4
Glioma mixto /111 1.0
Oligodendroglioma anaplasico 1 0.7
Astrocitoma difuso [l 0.5

Tabla Ill.1: Porcentajes estimados y grado de agresividad de los distintos tumores
gliales en el cerebro

Los gliomas se clasifican por el tipo de células neoplasicas predominante en las muestras de
tejido analizadas por patologia. Los subtipstablecido por la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) son: astrocitoma (AO) (incluydo glioblastoma), oligodendroglioma (O),
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ependimoma, oligodendroglial mixto y tumotrasitico difuso. También hay tumores con

componentes gliales y neuronales (Tabla 111.1).

Existe también un sistema de graduacion dedo®res en funcién del grado de agresividad
(tasa de crecimiento) del mismo, que muacre®s coincide con el tipo de tumor glial
- Grado | (bajo grado): el tumor crece Emente, tiene célulason un aspecto muy
parecido al de las células normales en lossguesferencia y muy ramente se disemina

hacia los tejidos cercanos. Es pos#atéirpar todo el tumor mediant&ugia

- Grado II: el tumor crece lentamente, pempuede diseminar hasta el tejido cercano.

Algunos tumores se pueden cortiregn tumores mas agresivos.

- Grado llII: el tumor crece rapidamente, es probable que se disemine hasta el tejido
cercano y sus células tienen un aspecto muy ttiddil de las células normales en las que

se referencia.

- Grado IV (alto grado): el tumor crece y ssaithina muy rapidamente y el aspecto de las
células no es como el de las células normales. El tumor puede tener areas de necrosis

(células muertas).

I11.1.3 Tumores gliales — Clasificacion de la OMS

El astrocitoma difuso (grado Il de la OMS)conocido también como astrocitoma difuso de
bajo grado, esta caracteriiza por el crecimiento lento y lafiltracion de estructuras
cerebrales vecinas. Histologicamente, losroagomas difusos estan compuestos por
astrocitos fibrilares bien difeneiados o neoplasicos gemistoatc Por lo general, este tipo
de tumor afecta a los adultos jovenes wnd& a la progresidbn maligna, a astrocitoma
anapléasico y, finalmente, a glioblastoma. Los astrocitomas difusos representan 35% de los
tumores cerebrales astrociticos. Se localizaouahquier region del sistema nervioso central
(SNC) pero mas comunmente se desarrollael @erebro. Estos tipos de tumores afectan a
los pacientes con mutaciones heredadas de la ¢jegainal TP53 (puwt 1.2 de este
capitulo) ya que en mas de 60% de lososase han observadmutaciones de TP53
(conocidas también como p53). El tiempo deesuivencia medio después de la intervencion

quirdrgica es entre 6 y 8 afios, ammsiderable vaaicion individual.

El astrocitoma anaplasico(grado Ill), conocido también como astrocitoma maligno y
astrocitoma de alto grado, surge a raiz de tno@mma difuso o se manifiesta de novo sin
indicacién de un precursor menogligno. Desde el punto desta histoldgico, este tumor
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tiene mas celularidad, clara atipia nuclear y mareatisidad mitética cuando se lo compara
con un astrocitoma difuso. Los astrocitomas anaplasicos tienden @anfiesite a progresar a
glioblastoma. La edad promedio al momentdadbiopsia es aproximadamente 41 afios. Este
tumor afecta principalmente los hemisferiosrebrales. Tiene una alta frecuencia de
mutaciones de TP53, la cual es similarlaa del astrocitoma difuso. Las anomalias
cromosomicas no son especificas. Muchasadealteraciones genéticas observadas en los
astrocitomas anaplasicos afectan a genes qudare la progresion del ciclo celular. El
tiempo promedio de progresion es de 2 afios.factores predictivos positivos comprenden
la juventud, el buen estado de actividad dadignte y la reseccion tumoral macroscépica
total.

El glioblastoma (GB) (grado IV), conocido tambiénomo glioblastoma multiforme, se
puede generar a partir de un astrocitomfusdi o de un astrocitoma anaplasico (GB
secundarios), pero mas frecuentemente ssepta “de novo” sin manifestacion de un
precursor menos maligno (GB primarios). Hiégitamente este tumor es un glioma celular
anaplasico compuesto por células tumorabedrociticas, escasamente diferenciadas,
generalmente pleomorficas, con marcada atipielear y actividad mitética. EI GB es el
tumor cerebral mas frecuente y representa cak2#ea 15% de todos los tumores cerebrales
y de 50% a 60% de todos los tumores astrociti€h pico de incidencia ocurre entre las
edades de 45 y 70 afos. El glioblastoma afpcincipalmente a losemisferios cerebrales.
Las dos variantes histolégicas incluyen GB deilleél gigantes y gliosarcoma. El GB se ha
relacionado con mas anomalias genéticas espedifigasualquier otra neoplasia astrocitica,
pero ninguna es exclusiva. Esto tumoreeseuentran entre las neoplasias humanas mas
agresivamente malignas, con una duracion totaliange la enfermedad inferior a 1 afio en

pacientes con GB primario.

El oligodendroglioma (O) (grado IlI) es un tumor bien diferenciado, compuesto
predominantemente por células que por su nagfa se asemejan a tdigodendroglia, la
cual crece de manera difusa en la cortgza sustancia blanca. Este tumor representa
aproximadamente 50% de los tumores oligodegidiles y entre 5% 8% de los gliomas.
La mayoria de los oligodendrogliomas se mastfin en adultos, cama mayor incidencia
entre la quinta y la sexta décadas de vidacdmparacion con los pacientes con astrocitoma,

los pacientes con oligodendroglioma respondejomaela radioterapia y la quimioterapia.

El oligodendroglioma anaplasico (grado Ill) es un tumo oligodendroglial con

caracteristicas histolégicéscales o difusas de maligndig un pronéstico menos favorable
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que el oligodendroglioma de grado Il. C&£% de los tumores oligodendrogliales son
oligodendrogliomas anaplasicos. Estos tipotudeores se manifiestan principalmente en los
adultos y por lo general, primariamentcomo un tumor en el I6bulo frontal y

secundariamente en el l6bulo temporal.
Gliomas mixtos

El oligoastrocitoma (OA) (grado Il) estd compuesto por dos tipos de células neoplasicas
distintas que se asemejan morfologicamerites a&élulas tumorales ldeligodendroglioma y

del astrocitoma difuso. Los calculos de ladeeicia varian muchisimo. Se ha observado que

la edad promedio de los pacientes oscila entre 35 y 45 afos. Este tumor demuestra
predileccion por los hemisferiagrebrales; los I6bulos frontalsen los afectados con mayor
frecuencia, seguidos por los I6bulos tenapes. Estos tipos de tumores no contienen
alteraciones genéticas especificas ni anosmaliamosémicas; sin embargo, casi 30% de los
oligoastrocitomas tienen abaciones genéticas que generalmente se encuentran en los

tumores astrociticos.

El oligoastrocitoma anaplasico(grado Ill}. Estos tipos de tumorespresentaron 4% de los
tumores en una amplia serie de gliomas anaygéssupratentoriales en el adulto. La edad
promedio de los pacientes es 45 afioss lboligoastrocitomas anaplasicos son tumores
predominantemente hemisféricos y los l@sulfrontales son comprometidos con mayor
frecuencia que los I6bulos temporales. Estos tumores comparten muchas alteraciones
genéticas que también se asocian con la pridgree astrocitomas gligodendrogliomas. El
pronéstico de los pacientes coligoastrocitomas anaplasicos metativamente precario, Si

bien es mucho mejor que paoa pacientes con glioblastoma.

[11.1.4 Caracteristicas de los tumores gliales

Los gliomas generalmente crecen por irdition difusa en la sustancia blanca (WM) del

cerebro y suelen estar rodeado @xtensas regiones de edema en WM.

La capacidad de las células de los gliomamdeerse en el entramado celular del cerebro es
uno de los factores que mejor representaadgesividad de los tumores gliales. En
consecuencia, es muy dificil remover estos t@®@or cualquier tipo de tratamiento local,

incluyendo la cirugia, que es el mejor traimo hasta el momento para esta afeccion.

No es posible hasta ahora poder realizar una prevencion o deteccion precoz de los gliomas, ni
existen marcadores especificos en samgréquido cefalorraquideo disponibles que los

pronostiquen. Por lo tanto, la deteccion de lasnghs se realiza actualmente por estudios de
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imagen cerebrales tomogréficos. En este sentido la resonancia magnética (RMI) es muy
superior a la tomografia computarizada (G¥; tener una mayor resolucion, alto contraste
de los tejidos blandos, una mejor representad#la extension de Idesmores y la capacidad

de realizar imagenes en planos oblicuos.

Una caracteristica de los gliomas difusos es que es uno de los canceres mas devastadores, ya
gue a menudo muestran un comportamiento localmente muy agresivo que no se puede curar
con los tratamientos actuales.ridra parte, los gliomas dejbagrado (grado Il) tienen una
tendencia a la progresion maligna para coirgerta gliomas anamicos (grado lll) v,

finalmente a glioblastoma®gcundarios (grado 1V).

Desde el punto de vista dehtamiento, una distincion precisatre los distintos gliomas es
importante debido a su prondstico e implicacionegpteuticas. Hasta ahora, la histopatologia
es el “gold estandar” para la tigiéicion y clasificacion de los gliomaSin embargo, la
clasificacion histologica de los gliomas no es trivial y esta muy asociada al patdlogo que

clasifica las piezas de tejido tumoral

Varios estudios han mostradoMariacion que puede existir ehdiagndstico patolégico de
los gliomas. En una evaluacién con unpy de 500 pacientes con tumores cerebtates
presentd un grado de desacueedoel 42,8% de los casos, lds cuales se consider6 grave

en el 8,8% por sus implicancias clinicas.

En un estudio prospectivo sobre 244 casos revisados por cuatro pafol@pmns et al.
demostraron que la concordandiagnostica puede ser mejorgua la revision de los casos.

Los cuatro revisores estuvieron de acuerdo enes@@% de casos en la revision inicial, pero
en el 69% de los casos después de la coawtsion. Los autoresoacluyeron que la mayor
parte de la mejora se relaciona con el perée@niento de los criterios de distincién entre
los astrocitomas difusos dms oligodendrogliomas, goastrocitomas y astrocitomas
pilociticos. Este estudio también mostré geeclasificé como oligodendrogliomas al 25% de
los gliomas, aunque inicialmente sélo habdo sliagndstico de oligodendroglioma el 5%. El
presente informe ilustra el aumento del potagende gliomas difusos diagnosticados como
oligodendroglial desde finede 1990, una vez que quedo claro que la delecién 1p/19q esta

asociada con una mayor sensibilidad al tratamténto
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[1l.2 Marcadores genéticcs de tumores gliales
[11.2.1 Introduccién

Es reconocido que el comportamio y el tratamiento clinicde los tumores gliales con
histopatologias especificas pueden diferistancialmente. Por lo tanto, se necesitan
marcadores mas precisos y objetivos en ksifitacion de gliomas para realizar un

prondstico mas confiable y tomar daones de la terapéutica a adoptar.

Siguiendo el comportamiento comun del canlosrgliomas se desarratiaomo resultado de
alteraciones genéticas que se acumulan cqrdgresion del tumor. Afortunadamente, el
conocimiento de las alteraciongenéticas en los distintopdis y grados de malignidad de

los gliomas se ha incrementado marcadamente en los ultimos 20 afios.

Varias de las alteraciones genéticas aatitas en los gliomas tienen implicaciones
diagndsticas y/o prondsticas, ya que estan Bigidmente asociadas con tipos definidos de
tumores o grados de malignidad. Sin ergbarla mayor parte de los cambios en los
mecanismos moleculares no tjtisan la designacion como biomarcadores de gliomas,
porque un biomarcador debe ofrecer una infaidgn de diagndstico, prondstico o prediccidon
superior a la que se lleg6 por la clasition histolégica. Un biomarcador déeagndstico
debe ser util en la clasificacién de los tuescon caracteristicdsstologicas ambiguas o
permitir una subdivision de utilidad clinica en tumores de un determinado tipo establecido
histologicamente. Un biomarcador derondstico Gtil debe correlacionarse con la
supervivencia, mas alla de la informacién ésttica que se obtiene por los parametros de
prondéstico ya establecidos, talesmo la edad del paaite, estado de rdgados clinicos, la
extension de la reseccién y gradoadgesividad del tumor. Un biomarcadwedictivg por
ultimo, debe proporcionar informacion valiosabge la respuesta a una terapia, lo que
ayudara a estratificar a los pacientes en grummn distintas terapéuticas para permitir el
tratamiento 6ptimo ("personalizada™). Enteesentido, hasta ldecha el numero de

biomarcadores moleculares en neurooogia se limita a unos pocos, a saber:

- Metilacién del promotor MGMT: Predictivo de la respuesta de los glioblastomas a la
guimioterapia alquilante. Sl asociada con una mayor supervivencia en pacientes con
glioblastoma concurrentes tratados coadioterapia combinada con temozolomida
(quimioterapia). Es prondstico en pacientes glimma anaplasico tratlos con radioterapia

y/o quimioterapia alquilante
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- Delecién 1p/19g:asociado con un mej@rondésticoen oligodendrogliomas que recibieron
radio y/o quimioterapia. No predictivos tespuesta a un tipo particular de terapia.

- Mutacion IDH1/IDH2: marcadordiagnosticopara gliomas difusos grado Il y Ill, asi como
glioblastomas secundarios y se asocia con un mejor prondstico en estos tumores. Poco
frecuente en los glioblastomas primariosfopeuando se presenta, se asocia con mayor

sobrevida. No epredictivode respuesta a algun tipo de terapia en particular.

[11.2.2 Alteraciones genéticas y marcadmes genéticos tumorales en gliomas

- Delecion de cromosomas 1p/19q comamarcador prondstico en tumores

oligodendrogliales.

Una delecién en genética es un tipo especial denomalia estructural cromosémigae
consiste en la pérdida de un fragmentoAdEN de uncromosoma Cualquier nimero de
nucleotidos se pueden eliminar, desde una Isat® a una pieza completa del cromosoma.

Las deleciones pueden ser causadas por egarescruce cromosémico durante la meiosis

(Fig. 111.1).
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Figura 1ll.1: Perdida de material genético de un cromosoma por la delecibn de un
segmento (h,i) de un cromosoma.
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En 1998, fue reportado por primera vez que laidé del 1p (y combinado 1p/19q) predice
una mejor respuesta a la quimioterapiaulya mayor supervivencia en pacientes con
oligodendrogliomas anaplasicds Desde entonces, muchostuelos posteriores se han
llevado a cabo que corroboran que la delecidhQpes un poderoso marcador prondstico en
pacientes con glioma§™. Es importante destacar que estos estudios también indican que el
pronéstico es independiente del tipo de piEra sea radioterapia, quimioterapia o la

combinacion radio/quimioterapia.
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- Hipermetilacion de MGMT como un marcada de prondéstico o prediccion en los

gliomas malignos

La metilacion es la adicion de ugrupo metilo (-CH) a unamolécula(Fig. 111.2). En
genética, la metilacion es el principal mecanigpmgenéticqlos mecanismos degulacion
genéticague no implican cambios en la secuenciagdhl). Aqui la metilacién consiste en
la transferencia de grupos metilos a algunas dévdass citosinas (GJel ADN situadas
previa y contiguamente a umgaanina (G) Puesto que la metilacién es fundamental en la
regulacion del silenciamiento de Igenes puede provocar alteraciones ertrnscripcion
genéticasin necesidad de que se produzca una alteracion en la secueriNdaiendo
uno de los mecanismos responsables géakticidad fenotipica

Transcription factors
RMNA polymerase

Transcription k— © Acetylation
) ) BN )y L) )

Methyl-CpG @D To Histone deacetylase
binding proteins
h 2 -
Figura IIl.2: Regiones transcripcionalmente activos

b ©® tienden a no estar hipermetiladas. Si una regiéon de ADN

Transcription

I—i\

oty E 0 un gen va a ser metilado, enzimas de remodelacién de
la cromatina comienzan gbroceso de “cancelacion”
génico. El resultado de la metilacion del ADN es
finalmente la contraccion de la cromatina. Esta regién del

ADN sera mantenida entonces en un estado inactivo

Chromatin compaction
Transcriptional silencing

Imagen denhttp://www.med.ufl.edu/biochem/keithr/research.html

La sintesis de la proteinsllGMT (O6-metilguanina-ADN metitansferasa) en la region
cromosomica 10926 es frecuentemente anuladaipermetilacion en los gliomas difusos y
esto ha sido sefialado como un mecanismigeaptico de reduccion de los niveles de
expresion de MGMT. EIl poder predictivo deloprotor MGMT se puede explicar por el
hecho de que este gen codifica una pnatejue “repara” el ADN dafiado por agentes
alquilantes quimioterapéuticos, tales comtelaozolomida. Inducida pda quimioterapia, la
alquilaciéon del ADN desencade#otoxicidad y apoptosis (mte) celular, mientras que
una alta concentracion de MGMT en las céltlesorales contrarresta los efectos citotoxicos

pudiendo causar el fracaso del tratamiem®. metilacion del promotor de MGMT, sin
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embargo, impide la transcripcion del gen, resudb en una falta de la proteina. Células de
glioblastoma con la hipermetilacion del promotor MGMT responden entonces mejor a la
guimioterapia, ya que carecen de la capacpad reparar el dafio del ADN inducida por la

terapia.

Es importante destacar que égisina asociacion entre la titecion del ppomotor MGMT y
la respuesta de los gliomas malignos a lantpterapia alquilante con compuestos como
nitrosoured®, temozolomidd’, o una combinacién de ambbsy al tratamiento de

radioterapia’ como a la combinacién de quimio y radioterdbia
- Mutacion IDH1 como marcador molecular en gliomas difusos

Las mutaciones en el gen que codificaNNADPH-dependiente isocitrato deshidrogenasa
(IDH1), una enzima citosdlica que participaetriclo del acido citrico, fueron originalmente
identificadas en 2068

Ya el documento original de Parsons etetonocié que la mutaciobH1 se asociaba a una
prolongacion de la superviveacglobal en pacientes con gliabtomas. Posteriormente los
estudios que se realizaron con gliomas dgusgafirmaron la asociacion entre la mutacion

IDH1 y una mayor sobrevid& %>,

Muchos trabajos conducen a la idea que estdaciones parecen rgsentar un evento muy
temprano de mutacién que afecta a un grupo ddaséprecursoras gliales comunes, y que,
de hecho, forma parte de un requisito previo fmdelecion 1p/19q y el desarrollo del tumor
oligodendroglial. La presencia de mutasés IDH1 en los gliomas parece estar
estrechamente asociados con la metilacion del promotor MGMT e inversamente
correlacionada con la pérdida del cromosomayll@gamplificacién del receptor de factor de

crecimiento epidérmico (EGFR)

Uno de los temas emergentes es que el estadmtdeion del IDH en los gliomas es de gran
importancia prondstica, y existen propuestas pedair el estado de mutacion del IDH en la
proxima version de la clasificén de la OMS de gliomasl/Eos mecanismo/s de accion de
la mutacion IDH no se entienden totalmergero su comprension puede proporcionar un
mecanismo para vincular los diversos procgsosneoplasicos tales como el dafio oxidativo

y la desreguladin epigenética.

Existen también otros marcadores moleculagas, si bien no tienen las caracteristicas para

ser considerados biomarcadores, permitepliama clasificacion de los gliomas.
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- - Rol de la amplificacion y aberraciones de EGFR en gliomas

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en 7pl2 es el gen mas
frecuentemente amplificado y sobreexpoes en glioblastomas, que afecta a

aproximadamente el 50% de estos tunfdres

El EGFR es umeceptor celulague se encuentra en la superficie deélalss y es miembro
de la familia de lo$actores de crecimiento epidérmida sobreexpresion de EGFR genera
una cascada de transduccion de sefales, que condwsiatades de ADI a la proliferacion
celular (Fig. 111.3). Estas proteinas moduli@motipostales como la migracién, adhesion y

proliferacion celular.

B Nuclear EGFR pathway
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Figura 111.3 Representacion de los distintos ggsos metabolicos y efectos cancerigenos
gue son iniciados por la sobreexpresion de EGfBRyen de British Journal of Cancer (2006)
94, pag. 184-188.

Asi, la identificacion de la amplificacion ER es indicativa del grado de malignidad y
ayuda por tanto al diagnéstico brindaruilerta informacién sobre el pronésti€oDe hecho,

la deteccion de la amplificacion de EGFR glimmas anaplasicos o de bajo grado sugiere
fuertemente que estos tumores son mas maligume$o indicado por su histopatologia con un
impacto desfavorable en el pronésficoEn glioblastomas primis la asociacién con el
prondstico es menos obvia, aunque tambiérekeiona la amplificacion/aberracién EGFR

como factor de mal prondstice?.
- - Implicancias de la delecion del cromosoma 10q

La pérdida de heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 10 es la lesién genética mas frecuente
en glioblastomas, presentandose aproximadamente en un 80% de los casos. Se ha observado
la pérdida del cromosoma 10 completo en mascde los GB, aunque también se observa la
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pérdida de 10g pero no de 10p. En el @soma 10 se han identificado varios genes
supresores de tumores (GSPTEN DMBT1 (supresor de tumores cerebrales malignos),
FGFR2 (receptor del factor del crecimiento fibroblastico) y un gen reparador de ADN
(MGMT) que sintetiza la proteina O6-metilguanina- DNAmetiltransferasa. Estos GST
intervienen en el control del ciclo celulargparacion de ADN. En iglblastomas una copia

de PTEN, DMBT1, FGFR%/o0 MGMT se pierde normalmente pbOH 10q y la otra copia

del gen esta sujeta a mutaciones ocoggs0s epigenéticos que lo inactivan.
- - Implicancias de la alteracion del gen CDKN2A del cromosoma 9q

La proteina p16 es codificada por el gen34T también llamado CDKN2A, localizado en el
cromosoma 9p y es una proteingresora de tumores. La pérdide funcién de p16, a través

de varios mecanismos posibles como son delecion homocigética, mutacion, o hipermetilacion
de su promotor, inhibe a su vez la funcion de la conocida red antitumoral p53 en su via de
estrés oncogénico (Fig. 111.4).

COKMNZ2A

CCNET CCNI
ﬁ.. E;;I D?
L.uu—‘?i:i/ ps3 Q‘.‘El_:ﬂ EJ

) 39 Figura lll.4 Cadena de procesos metabdlicos generados
—\}',, por el gen CDKN2A. La ausencia de pl6, provoca la
\ - cancelacion del proceso de “muerte celular” con la

“,_.—.J M Cycle S consecuente progresion detloi celular sin inhibiciones

Proteasame Imagen deMayo Clinic Proceedings July 2008 vol. 83
“ no. 7 825-846.

El gen p530 tp53, también llamado el "guardian del gemad’, se encuentra en el brazo corto

del cromosomal7 (17p). El gen p53 es un gen supresor tunuual desempefia un papel
importante en lapoptosisy el control del ciclo celular. Un p53 defectuoso permite que las
células anormales proliferen (alrededor desQro de todos los tumores humanos contienen
mutaciones en p53) y por tanto, la célula mantiene un programa de crecimiento celular

descontrolado, promoviéndose l&ciacion o progresion tumoral.
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Capitulo IV

Cuantificacion de espectros de resonancia magnética y analisis de
concentraciones.

IV.1 Modelaje de Senales
IV.1.1 Introduccién

La cuantificacion de espectros clinicosdg alto campo es un modo de establecer
comportamientos y tendencias de las patolog#&isdiadas. Las sefales de ERM clinica en
tumores se caracterizan por tener una I®BINR y superposicibn de picos. En estas
circunstancias los algoritmos simples de procesamiento de sefiales como la integracion
numerica no son adecuados, por lo que senee@meétodos mas complejos. Estos métodos

de cuantificacion de espectros pueden sevatlos a cabo directamente en el dominio
temporal (FID} o alternativamente en el dominio de frecuencias luego de realizar una
transformada discreta de Fourier (DETAunque la eleccién de rézdr el andlisis en el
dominio del tiempo o en el deeftuencias es tedricamente eqilente, el procesamiento de
sefales en el dominio temporal ofrece la agntle ajustar los picos espectrales disponiendo

de un modelo matematico, mientras que en el espacio de las frecuencias a veces no existe
expresion analitica exacti tal funcién transformadaEsto implica que las funciones del
modelo matematico usado tienen una forma masisierpel dominio temporal y por ende su

calculo es mas eficiente.

A su vez, los modelos temporales se categaren “métodos interactivos” y “métodos Black

Box”. La principal diferencia se centra erflixibilidad de incorporar conocimientos previos

acerca de los picos/metabolitos del espeatrolos métodos interactivos, mejorando asi la
exactitud de los parametros estdoa. Por esto, en general séizgn programas interactivos

en el procesamiento de ERM.

IV.1.2 Método de Estimados de Maxima Verosimilitud

El punto de partida del método de méximeogenilitud es proponer una funcion distribucion
de probabilidad que descridas puntos medidos (datos) y que simbolizaremos como
Y=[Yor-e- W]

Mas precisamente, se asume que:

e Para cada dato, se conoce la funcién distibn de probabilidactlacionada con su

ruido (o incerteza).
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e Existe una funcién modelo (relacién endi@os) que describe exactamente los datos

en ausencia de ruido.

Conceptualmente, el método propone que ldion@n de cada dato que se midié corresponde

al valor obtenido dado que etasuna distribucion de probalkidd a la que el fenémeno
“obedece”. Por ende, una serie de mediciatesmismo fenOmeno sera representada (en
caso que sean eventos independientes) por la productoria de la distribucion que representa
una medicion individual. Comdipdtesis, esta distribucion individual posee parametros
caracteristicos que se mantienen constantesl éranscurso de la serie de mediciorigls.

método de méxima verosimilitigostula que los valores dsstos parametros son aquellos

gue hacen maxima la probaliid de obtener esa serie deediciones con los datos

obtenidos

Se define entonces a tal productoria comméfon de verosimilitud” y se escribe como
P{y|«) dondey es el conjunto de datos tomados de los eventoslyconjunto de parametros

de la distribucion de probahiid. Por esto, los parametr@seran aquellos que maximicen

la funcién de verosimilitud. Estos parametros sstimados a partir de mediciones (muestreo
de variables aleatorias) y pofoeson consideradas variables aleatorias en si. Los parametros

obtenidos al maximizar ) son llamados estimados de maxima verosimilitud (ML).

En el caso de tener ruido blan@Gaussiano con desvio estandarpara la parte Real e

Imaginaria se tendra:
N-1 N-1

P(y|a)= PRe(eh) |m(en) ( )NHe (Re(e,))? /202 (Im(en))zlzo

n=0 n=0

1 N-1 & W2 2 a2 2
I I —(Re(y,—¥,))" /20 —(IM(y,—Yn))" /20
e n n -e n n
N

(27[02) n=0 V.1

donde Re() e Im() denotan larfmreal e imaginaria respe@mente de una cantidad

compleja. Se utiliz6 también
Yo =Yo+6,

Con y, el n-esimo dato medido d¥, el valor obtenido por lagificiones de ajuste en el
punto n ye, el ruido blanco Gaussiano.
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Maximizar P(y§.) es equivalente a maximizar el Ldg la funcion de verosimilitud P¢y)

1 ¢ ~ 12
L=In(P(yla))=-N In(2z0*) - Yo~ s
20 200 V.2
donde | | representa el modulo de cantidad complejaLa ecuacion V.2 muestra

claramente que en el casorda&lo blanco Gaussiano, obteneestimado de ML es o mismo

que minimizar la diferencia de cuadrados entre los datpsy (la funcion modelo Yr) o
equivalentemente, resolver un problema Imeal de cuadrados minimos (NLLS). En

notacion vectorial la funcional para ser miidada se escribe de la siguiente forma:

ly=vI" V.3

denotando la norma euclediana del vector

gue representa los valerebtenidos de las funciones modétajuste y dondel supraindice
T indica transpuesto.

IV.1.3 Funcional de proyeccion variable

Es posible obtener los estid@s ML minimizando la llamad&uncional de proyeccion

variable'.

Las funciones modelos utilizadas en elgasamiento de sefiales de ERM para ajustar N
puntos de datos medidogpuede ser escrito como superposicion de K funciones que forman

una base

K
Yo =2 Cic (e, n) n=0,..N-1
k=t V.4

donde ¢ es la amplitud complejd.@®y y.(ou,n) son funciones independientes de un vector

ok de parametro no lineal. Usando notacioitrimial la ec. 1V.4 se convierte en

y=Ic
con ¢c=[G.....q]’ ,y
71(a1 !O) se yk (ak ’0)
r= : :
7, N=1 -y, N-1) IV.5
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una matriz de rango N x K. Supongamos que los pardmetros no lingatas k=1,....,K son
conocidos, entonces la matfizpuede ser calculada y un estimado para el parametro lineal ¢

es obtenido como solucion de un probdelineal de cuadrados minimos (LS):
c=I"y

conI"=(C" ') ' " |la pseudo inversa d& (el supraindice H indica el complejo conjugado).

La funcién IV.2 entonces se convierte en

= HPTLVHZ V.6

La ec. IV.6 define la funonal de proyeccion variableRs es la proyecéin ortogonal sobre

|y-Try

la columna del espacib. Los parametros lineales han selominados por la funcidn en ec.
IV.6. Como resultado, se obtiene un problaefeaminimizacion de una cantidad reducida de

variables.

Los estimadosy son obtenidos como los parametgog minimizan la ec. 1V.6 resolviendo
un problema de NLLS. Usandq se calcula la matrii, y los estimados deson obtenidos

como solucién de LS de
rycry — ¢&=Iy. V.7
IV.2 J]MRUI (java Magnetic Resonance User Interface)

IV.2.1 Introduccién

JMRUI es un software dedicado principalmergke procesamiento y cuantificacion en el
dominio del tiempo de espectros “in-vive™in vitro” por resonancia magnéticd Las dos
técnicas de cuantificacion maoderosas de jMRUI son Amafes Quest®. También es
posible simular espectros tedricos de dissnmetabolitos con RMN-SCOPE (Fig. IV.1) a
través del formalismo de operador de masidmatriz de densidad) si se conocen las
constantes de acoplamiento y las frecuenciagstnancia de los nucleos de la molécula. La
funcionalidad de RMN-SCOPE permite especificar la secuencia especifica de excitacion
gue se desea modelar (PRESS, STEAM, zpgn)la amplitud y fase de los pulsos de RF y
TE.
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Figura IV.1: Espectro del glutation (GSH) generado por RMN Scope de un Unico pulso de
RF de 90°. En la ventana superior deresha@specifica el pulso (PRESS, STEAM, hard),
cantidad de puntos de la FID y decaimiento. En la ventand@omizquierda se detallan los
ndcleos y la matriz de acoplamientos.

Ademas JMRUI permite

Crear

espectrosomo

la suma de picos

individuales

gaussianos/lorentzianos con la aplicacion “Simulation” (M@). Los parametros para

generar un espectro son la cantidad de puntgdjtadh frecuencia deesonancia, fase y que

porcentaje de gaussiana o lorentziana temdlirgico. Los espectros generados con RMN

SCOPE y Simulation pueden ser usados cespectros base en Quest (Ver IV.2.3).

[ Prak s 15

Phave (degrees)

)= de =0

sz
£

o)

Figura IV.2: Espectro simétrico ficticio creado con Simulation a partir de 5 picos

lorentzianos puros de distintas amplitudes. La ventana de la derecha muestra los
parametros para generar los distintos picos.
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IV.2.2 AMARES

El primer método interactivo ampliamenteptigible y utilizado en ER para cuantificacion

de parametros fue VARPRO. El método miraania funcional de proyeccién variable (ec
IV.6). Posteriormente, se desaréolin método mejorado llamado AMARE®d{anced
Method forAccurate,Robust andEfficient Spectral fitting). AMARES minimiza la ecuacion
IV.3, usando un sofisticado algoritmo NLLS quermite la inclusion de conocimiento previo
(“prior knowledge”) sobre los parametrag posibles de la sefial y permite elegir la funcion a
utilizar en el modelo (l@ntziana o gaussiana), que le otorga una mayor precision y
flexibilidad.

AMARES utiliza, como funciones modelo paraagiste de los N puntos de datos medidos, la
sumatoria de sinusoides con decaimiento expoakani el dominio del tiempo. Por esto, la

expresion V.4 muestra la forma

K

= i0, A(-b?(1-g+gt,)t,) ~i27 f t,

yn_zakeke ‘ e V.8
k=1

donde i es la unidad imaginaria (-1)%.ea la amplitud de la sefial en el dominio del tiempo
de la k-ésima funcién (o modd), su fase (denominada de orden G), su coeficiente de
decaimiento (expresarlo a la segundaepoia asegura que sea positiva, aunque por
simplicidad se lo designa comq)dfx su frecuencia (W=2rfy ), con t, = n At+ty, siendaoAt el
intervalo de muestreo y €s el tiempo efectivo entre eligen temporal de la sefal y la
adquisicion del primer dato tomado en daeen el analisiga la cantidad i2fty es llamada

fase orden 1).

En la funcibn modelo se puede seleoar entre picos Gaussianos puros (g=1) o
Lorentzianos puros (g=0) para la transformddareta de Fourier (DFT) de la sefal.

En este modelo la matriz IV.5 toma la siguiente forma
e(—b12+i 2z f)ty . e(fbkzn 27 f)t,
I'= : " : IV.9

e(—bf+i 27 f)tya . e(—bé 27 fi )ty

gue al aplicar las relaciones y restriccionegesparadmetros incluidas como conocimiento
previo (seccién 1V.2.1.1) y luego de realiZar minimizacién por NLLS de la ec. IV.6

permite obtener los parametros no lineafesfh t. Luego mediante la ec. IV.7 se estiman
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los parametros lineales g 6x, completando el conjunto derpanetros que reproducen la

sefal original en el dominio del tiempo.
IV.2.2.1 Incorporacion de Conocimiento Previo

A los funcionalesy, se le pueden incorporaglaciones y/o restricones entre parametros a

estimar asi como intervalos de valores posibles, lo que simplifica la estimacion. Esta
imposicion de conocimiento previo aumentaactitud en la estimam del paradmetro. El
“‘conocimiento previo” son resttiones expresadas comgualdades lineales que son
sustituidas en la funcional original, resmtlo en un problema de NLLS con restricciones
(debido a que las relaciones entre los paraseta fueron incluidas).as opciones de estas

restricciones se enumeran en la Tabla IV.1.

Nembre de la restriccién Estimated Fixed Fixed shift Fixed ratio Variahle shift
Sin conocimignto previo de | Sinrelaciones can otro | Parametro a estimar con | Parametro a estimar pero con Parametro a estimar con
Descrincion relaciones con parametros de|  pardmetra Valor fijp cortimiento sistematico cogficiente de proporcian corrimignto wariable {intenialn)
P otros picos (a estimar {constante) conocido por respecto del mismo conocide respecto del mismo | respecto del mismo parametro de
automaticamente) el usurarin parametro de oiro pico parametro de ol pico ofro pico
+b,con km a LN |=m Min e, =, + b
. . [ , e o = £
Expresion matematica X o =cte con BT, K el y 17 Oy y Maxe =g, +¢
' m=1,.... K m=1,... K
oon kemoylm=1, K ybe
Parametros:
Frecuencia ? Toien x = C181 Ticaxt = o v 11 iy =8 figo v Ficox = oo v+ 81 Fpign v+ 1]
Fase ? ey ¢ = C1EZ eEi:ox = eEiao 4+ b2 Byico x = 82 By v egicux = [eE\co v+ b2, eLico v+ 02
Decaimiento ? Ui = C1E3 Bico = Gpipo i+ 3 Qi 3= 83 Gy v Ggicox = [Goio v+ b3 Qyigy v+ €3]
Amplitud ? Coo = rigd Chico ¥ = Gpioo v b4 Goico = ad Coo ¥ Chico ¥ = [EpICD v+bd, Coko v* 4]
NOTA: Aplcacionay imados (cada p posee s propia expresion de restriccion)

Tabla IV.1 Enumeracion de restricciones incluidas carnnocimiento previo en el método
interactivo de estimacion AMARES. En “depmion” se especifican las opciones de
restriccion y en parametros los 4 parametros que definen una funcién Lorentziana o
Gaussina.

Por otro lado, por medio de optimizaciones locales, es posible obtener buenos valores de
“inicio” al comenzar el proceso de minimacion para las frecuencias y constantes de
decaimiento (en el dominio de las frecuenaigresentan los anchos de los picos). Este
procedimiento utilizado por el método AMASS, llamado “peak picking”, resulta en una
disminucién de tiempos de calculo. “Peak pigk permite al usuario indicar manualmente

en el espectro la posiciate un pico y el punto donddcanza su media altura (FWHM
relacionado con 14f, el decaimiento). El maximo del pico y el ancho donde alcanza su
mitad de altura proveen los valores de partidea la frecuencia y FWM en el calculo de
minimizacion (Fig. IV.3).
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Figura IV.3: Espectro clinico de 136 ms dondepsede ver la ubicacion y el FWHM
de los picos mas relevantes realizado manualmente con “peak picking” previo a la
cuantificacion.

Este ultimo paso en combinacién con el conocimiento previo impuesto, establece una

considerable interaa@mn con el usuario. Dalli el nombre démétodos interactivos”
IV.2.3 Quest

Un estudio de ERM contaminado por una seéiaondo indefinida, puede ser modelado por

X=X, +b(0)+e
X = Xy (2) +D(6) + e IV 10

dondexwe: €s la parte del metabolito cuyo modelo de funcion se cob(@ela sefial de
fondo (background) cuyo modelo de fuities a menudo conocido parcialmente gy ruido

de distribucién gaussiana.

Quest, si bien utiliza el mismo principio que Amares, se diferencia en que utiliza la
aproximacion

M
X, = exp(iop) Zamj:;fexp[{&o:m + iAwn )ty + iA O]
m=1 V.11

para la ec. IV.4.

Donde los xes el conjunto de los puntos medidos y M=0,1....... M-1 son los metabolitos
modelos que se quieren cuami por medio de los valoreg.aEntonces el vector a ser

modelizado ahora es
_ . . T
[(am-, Acm, D, Adpy),m=1,2,... . M; o, !{}] V.12

O sea, con Quest se utiliza en conjunto “B&D's” individuales”, que representan las
sustancias que se intentan modelizar y cfieati (Fig 1V.4), en vez de un conjunto de

“FID’s” gaussianas o lorentzianas puras.
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En el caso de los metabolitos conocidos, £ste pueden ingresar en el calculo de

minimizacion de la ecuacién 1V.3, pero en el caso de la sefal de backdo@hel(método

de analisis permite dos tipos distintos de modelizados:

1- Substraccion: Se elimina los primeros pumteda FID (truncacion), que son los puntos

gue representan los metabolitos con lgsns cortos que dan origen a la sefial de base.

Luego, de la comparacion deslaefiales truncada y la sinricar se obtien& linea de

base que se estima con SY&Ingle Value Decompositiof) para obtene(d) en funcién

de Gaussianas y/o Lorentzianas (paramdijoPe la resta de y b(#) en la ecuacion

V.10 se obtienen los%:.

2- Como alternativa, se pued®resar la linea de bab@) estimada por SVD dentro del

analisis de Quest como un metabolito mas y volver a hacer la minimizacién de 1V.3 ,

donde ahora la sefial de linea de base apamno un metabolito mas en el resultado.

Tauring A

Phospho-creatine /\ A

NAA
Myo-inositol [ -

Lactate A

e e 4L e AL

Glutamine Ao AL PS

Gluiamatie 'l_'[ a5

Glucose e -

GABA o il ,1[ M

Creatine

Choline |

i
Aspartate |I { 1M

5 4 3 1

Frequency (pom)

%2

il
|
| I A
[ ) "‘l xl-""‘\ | Truncacion _ [l
:ﬂI P W \me l #W‘M FJ" l\'«l’l\"‘
e AN,
Wodelaje
) ™ ;
InBase x=bh(b)
/ \ %

InBase-Multiple InBase-Single \

Figura IV.4: Conjunto de metabolitos utilizadosraacuantificar un espectro y las
diferentes opciones para estimar la lideabase (“background”) generado por MM

(macromoléculas). De ref [8] y [9].

Los resultados de las amplitudes “FID’s” que se obtienen con Quest y Amares son la fraccion

de las areas de cada uno dentegabolitos o “picos” gaussianas/lorentzianas utilizadas en la

base (Fig. IV.5). ]MRUI estima también et@ que tiene asociadoda “pico” o metabolito

por el método de Cramer Rao, que indica el minimo valor de error posible de la estimacion y

gue depende fuertemente del grado de solap&néire picos y del rdo de la sefial (Ver

IV.3).
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etabolites
Numerical Results
MName dFreq.(ppm; dLinew.(Hz) Amplitude sd. Amp Phase(den;
1 Acetate (Ace) 0.00% R 3162E3 36418 0nj=
2 Alanine (Ala) 0.002 0.23 3.25 0.0604 0o
3 Aspartato 0.018 -1.08 33.70 9.45 0o
4 Choline (Cho) 0.001 0.75 0.7302 0.0168 oo
4 Creatine (Cr) 0.o01 029 0.2751 3. 748E-3 on
B desconocido -0.00$1 318 1.363E4 4.332E3 0o
7 Descanocido? 0.001 0.38 0.3782 0.0141 0o
& Etanal -0.001 022 2.258E4 812.80 oo
9 Gamma-Amin -0.001 318 01428 8 B09E-3 on —
10 Glucose (Glc) 0.008! -211 4.843E3 476.08 0.0|=
11 Glutamato_ca 0.001 -0.36 2.121E4 353.43 0o crgmal
12 Glutamina_ca 0.001 004 3.935E4 311.94 oo
13 Glutathione_1 0.003; -0.45 1.45 0.0960 on
14 Glutathione_2 0.001 0.85 3.04 0.2393 0o
15 Glycerocaling 0.000; 072 0.7749 0.0235 0o
16 Glycine (Gly) 0.000; -018 213 0.0102 oo
17 Hypotaurine 0.o01 038 3.385E4 TAT 44 on
18 Lacatol 0.001 -0.12 1.823E5 571.56 0o
19 Lactato2 0.001 -0.28 1.045E5 1.620E3 0.0
20 Lipido_0.9_1 -0.002 318 31.80; 1.50 0o
21 Lipido_09_2 -0.003 -318 33.61 143 on ‘JMAL JM J\/\J
22 Lipido_1.2 -0.020 318 3.357E4 5.332E3 0o
23 lipida_1.4 0.020 -218 1.048E5 6.475E3 0o 'A “'L—‘“r\'\
24 Lipido_2.02 -0.013 -218 26.01 0.6123 0.0]— - = = = - = =
Linid, nonng 1 oo d = el Rl = nnl™ Freguency (aprm)

Figura IV.5: Detalle del resultado de un procesamiento por Quest de un espectro de
alto campo donde se ve el conjunto de metabolitos utilizados, los corrimientos en
frecuencia (en ppm) y decaimiento (en Hz)réccion de amplitud, el coeficiente de
Cramer Rao y el cambio de fase de cada metabolito estimado respecto del metabolito
usado en la base.

V.3 Valoracién de la calidad de la estimaciéonCoeficientes de Cramer-Rao
IV.3.1 Introduccién

Luego que una funcién modelo ajusta los peatios de una sefial de ERM, es importante

conocer la desviacion estamgesible de los mismos.

Para ello se utiliza la teoria de Cramer Rao {€RJomo hipétesis fundamental se asume
gue la funcion modelo es capaz de ajustafeptamente los datos (sefial o espectro) en
ausencia de ruido. En presengeruido el ajuste es imperfectausando errores estadisticos
en la estimacion de sus parametros. Por esamdouuna medicion se repite varias veces sus
pardmetros estimados mostrarian un abaniceatiges. La teoria dER provee el minimo
valor alcanzable de ese abanico, o desvimeéatipara ese modelo determinado. Ese valor
minimo es llamado limite de CR o CRB (Cramer Rao Bound).

Es importante notar que el CRB tedrico esdependiente del procedimiento de ajuste
utilizado para una funcion modelo determinada. Una consecuencia de esto es que ajustar
datos tanto en el dominio del tiempo comoeéme frecuencias da por resultado el mismo
CRB para la funcion modelo en el dominid dempo y su correspondiente DFT en el de
frecuencias. Esto puede entenderse como amafarmacion de los datos originados en el
tiempo al dominio de las frecuencias, y puedeserarse como una parte de integracién del

procedimiento de ajuste.

Otro aspecto importante a teneramenta es que los verdadevasores de los parametros del

modelo, necesarios para el calculo del CRB, sétan disponibles en las simulaciones y no
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en experimentos reales. Idealmente, el CRBcaleula a partir ddos valores de los
pardmetros reales, entre ellos el de la idegin estandar del ruido. Como los verdaderos
valores no estan disponibles, es necesamoirrir a los valores estimados, que sufren del
ruido experimental y del sesgo del estimador. Como consecuencia de ello, los CRB obtenidos
de experimentos son en si mismos resul@@ana estimacion. Dado que distintos ajustes
produciran estimaciones de paradmetros difie® se deduce que el CRB obtenido de estas

estimaciones van a diferir.
IV.3.2 Ejemplo de calculo de parametos estimados de CRB en Amares

Para arribar a la expresion de CRB se dmlsentar la matriz de informacion de Fisher

SECES

donde se entiende con E al waésperado, L la funcién Log de verosimilitud dada por la

Esta se define como:

ecuacion 1IV.2 yp=[pa,....... ,mp]T, representa los J\barametros reales del modelo.

La matriz F puede ser expresada como laepadl y compleja de un producto de matrices,

llegando a la forma:

F:iziR(PTDHDP) V.14
(@2

. oy - . .
siendo D, = a—y” paran=0,1,....,N-1y[=1,2,........ »NEl supraindice H denota conjugacion
P
hermitica,'R comprende la parte realogy es la desviacion estandar del ruido. La matriz D
requiere del calculo de lasrdadas de las funcionesg ffunciones modelo de ajuste para el

n-ésimo dato) con respecto del parameirdPpes la matriz de conocimiento previo y es

expresada come _ 9P con m=1,2,.....,i siendo i el nUmero de pardmetros estimados sin
0P

restricciones. Las restriccionestre los parametros se encuan enumeradas en la Tabla

IV.1 para AMARES vy definen los componentes de la m&riEn caso que i 5NP es la

matriz identidad (estimados sin conocimientos previos). Por esto, el tamafio de l& reatriz
igual al numero de parametros estimados sin restricciones. La incorporacion de conocimiento
previo reduce el nUmero de néstiones sobre los parametpgsonsecuentemente el tamafio

de la matriz de informacion.
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Finalmente, el CRB de la desviacion estandar del parametro estimadta mlado por la

desigualdad fundamental de Cramer Rao

o, 2CRB, =/(F?), IV.15

conop el desvio estandar del valor diédsimo parametro estimado y CRE raiz cuadrada

del valor diagonal en la posici | de la matriz inversa de
IV.3.3 Expresiones de CRB

Los siguientes dos ejemplos muestran la idea de CRB en el caso de espectros modelados por
picos Lorentzianos aislados o que se sup®p, donde se muestra como el error en el

calculo de las areas depende dehan(superposicion) de los picos
IV.3.3.1 CRB para un pico aislado

Para un pico Lorentziano caractadlo por sus cuatro parametmws(a,dp,w)’ (amplitud,

decaimiento (o 3), fase, desplazamiento) la matriz fesult&>"

a d o6 w
4d 4d°*/a 0 0
2 3 2
Lot o? 4d°/a 8d°/a 0 2 20 2 V.16
0 0 4d/a° 4d°/a
0 0 4d*/a* 8d*/a’
lo que implica por IV.15, que:
CRBa*"® = 2 [(—d)4tc V.17

CRBd®2%= 2 [(—d)atc V2(-d) V.18

a
CRBG¥R°- 2 [(_d)4to 1 V.19
a
CRBwWAS%°_ 2 [(—d)stc */E;‘d) V.20

debido a que en la presente tesis utilizaremos basicamente el estimado de la amplitud

debemos recurrir a su corpemdiente CRBa (ec. 1V.17).

Es importante notar que CRBa ngodade del valor de su amplitady para intervalos de
muestro constantat (cantidad de datos en el dominid tiempo) es funcion de su constante

de decaimientd y del desvio estaar del ruido.
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IV.3.3.2 CRB para picos con superposicion.

Debido a que cada pico posee cuatro parametrastedsticos en la funcion modelo en el
dominio del tiempo (p=(a,dp,w) ), una sefial con K picos pica obtener una matriz de
Fischer de tamafio 4K x 4K. Uno puede sulallivesta matriz en KxK bloques de tamafio
4x4 cada uno. Si la superposicide picos es despreciabldostos bloques ubicados en la
diagonal principal poseen valores significativéada bloque corresponde en particular al k-
ésimo pico dado por sus parametros. En comdés en las que no hay superposicion, la

inversion de F puede realizarpara cada blogue k sobraliagonal en forma separada.

Si los picos se superponen, supongamos elikpoom el k+1, los bloques fuera de la diagonal

gue conectan los bloques diagonales k y k+tienzan a tomar valores mas significativos.

k k+1 K

k+1

K

Figura IV.6: Ejemplo de una matriz F de informacion de Fisher
particionada para una sefial que contiene K picos. Cada cuadrado representa
un bloque de 4x4. Los blancos son cevomlores despreciables, los negros
corresponden a los parametros del pistadp y los grises muestran valores
significativos generados por superipam de los picos involucrados.

A mayor cantidad de picos superpuestos, miyoantidad de bloques no despreciables fuera
de la diagonal que conectan los picos ent@resComo consecuencia de esto, la expresion
analitica para la inversa de F tomadiorma cada mas compleja. (Fig. I1V.6).

A continuacion, se presenta la expresion garauperposicion de dos picos bajo ciertas

condiciones.

Sean @dh,01,w1 los pardmetros pertenecientes al pico 1 th@yw,=w;+Aw los

correspondientes al pico 2 y asumiremos @@, para obtener una expresion mas simple de
CRBs.

Definiremos el factor de superposicion R, el factor de asimetyial de correlacion £y

Ca(1) COMO:
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_ 2
R:d1+d2 77=d1 d, C, - 1+I§221
AW d, +d, 1+ Ry

Co 1+ R?)|(1+ R?)? +4d,"d, 1+ d, *~3d,?+6d, d,")
a() L+ R277 2)3
respectivamente y;'éddi/Aw es el ancho relativo a la distancia entre picos.

La correlacion Gy correspondiente a la amplitud del pose obtiene de intercambiar los

subindices 1 con 2 en&.

Los correspondientes CRBs para picos gugstos toman la siguiente fortha

CRBa 2 ***®= Cyu ) CRBa™*® = Cap2)2,/(-dy,) to V.21
CRBd, ,"P®P= G, CRBd™a® = qzma@ V.22
CRBO; , S""*P= Cy15 CRED #9% = C,; 5 2./(~d) 4t. i IV.23
CRBwy . SP®P= G, CRBwW*R® = ¢, 2@0@ IV.24

Como puede apreciarse, tanto las correlaciongs Cy2) como sus CRBs no dependen de
sus amplitudes sino del factor de superposid®y su cercania, dada por sus posiciones

relativas en frecuencias.
IV.4 Procesamiento segmentado (“bins”) de espectros de alto campo

IV.4.1 ACD/NMR Processor

ACD/NMR Labs”® es un software de procesamientandlisis de espectros de alto campo
muy completo e intuitivo de usar, que pesmitalizar todas las epaciones béasicas de
procesamiento de espectros, como abrir archdeodistintos formatos de espectrometros de
alto campo (no permite abrir espectros clinica®rreccion de fase, alineacion de picos,
filtros, asignacion de picos, asignar constantes de acoplamiento, integracion, normalizacion
de sefiales, operaciones matematicas, ajusteobdsi curvas, etc. En particular, permite
realizar una segmentaciéon mandal espectro (bins) previo a calcular la integracion. La
integracion la determina como la suma aclada de todos los puntos en el segmento
asignado. Esta integracion repenta la “concentracion” del pico (sustancia). Esta

segmentacion se puede guardar para ser apleamteos espectros, que al estar alienados

76



Capitulo IV

representara el mismo pico (sustancia). Estbace particularmente interesante, ya que a
diferencia de una segmentacion automatica qgeneeta el espectro en “bins” de longitudes
iguales y que segmenta “cortando” picos o geugde metabolitos de interés (lo que implica
una complicacion en el analisis posteride);segmentaciéon manual permite segmentar el
espectro segun criterios de metabolitos. Esta dltima segmentacion manual simplifica

ampliamente el analisis posterior, al cargr metabolitos y no picos (Fig. IV.7).

Figura IV.:7 Segmentacion automatica (izq.) y mdn(der.) de un espectro de alto
campo (1.9-2.5 ppm) en la regién de Naa, Glu-GIn donde se puede ver como la
segmentacién manual permite definir mejor los metabolitos como conjunto y no como
picos individuales

Los resultados de la integién se pueden exportar como avech.txt para el andlisis

posterior de los datos.
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IV.5 Anadlisis multivariados no supervisados y supervisados de datos metabdlicos
IV.5.1 Método no supervisado - PCA

En estadistica el andlisis de componentes principalegen inglésPCA) es una técnica
utilizada para reducir la dimensionalidad we conjunto de datos ygue se considera que
mucha informacién esta fuertemente correlaciotfadalntuitivamente la técnica sirve para
hallar las causas de la variadéd de un conjunto de datodenarlas por importancia. Se
emplea basicamente como una herramienta an&isis exploratorio de dat@sra resaltar
grupos diferenciados dentro de una muestrdaties y para construir modelos predictivos por

medio de un calculo d#escomposicion en autovalomds lamatriz de covarianza

Supongamos que existen datosnd@uestras para cada una de las cuales se han rmadido
variables (aleatorias). EI PCA perméacontrar un niumero de factopes m que “explican”
aproximadamente el valor de Iasvariables para cada muestra. El hecho de que existan estos
p factores subyacentes puede interpretarse aoraaeduccion de la dimensionalidad de los
datos: donde antes necesitabamoslores para caracterizar las muestras ahora nos Ipastan
valores. Cada uno de Igs encontrados se llameomponente principal (CP), de ahi el

nombre del método.

PCA basicamente realiza una transformacion lineal con el conjunto original de datos
resaltando la mayor varianza entre ellos,doanbinacion lineal de estos datos genera un
nuevos sistema de coordenadas en el cual primer €j€dmponente Principal) es el que
tiene maxima varianza, la segunda var@anmas grande es el segundo eje, y asi
sucesivamente. Para construir esta transfodndaieal debe construirse primero la matriz

de covarianza o matriz de coeficientes deatacion. La transformacion que lleva de las
antiguas coordenadas a las coordenadas ngelea base es precisamente la transformacion

lineal necesaria para reducirdemensionalidad de datos.
Existen dos formas basis de aplicar PCA:

1. Método basado en la matriz de @bacion, cuando los datos no son
dimensionalmente homogéneos o el ordenmagnitud de las variables aleatorias

medidas no es el mismo.

2. Método basado en la matriz de comadas, que se usa cuando los datos son

dimensionalmente homogéneos y presentan valores medios similares.
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Por el método de matriz de correlacion se tiem& matriz Y de dimension n que representa
las muestras e X una matriz d&m con los m valores aleatorios que caracterizan la n

muestras.

Consideremos el valor de cada una demagriables aleatoriaki. Para cada uno de las
muestras el valor de estas variables forma la matriz:

()i,

1

Obsérvese que cada conjunto
a8 .
M; ={F]|B=1,..,n}

puede considerarse umauestra aleatoripara la variablefi. A partir de losm xn datos
correspondientes a lan variables aleatorias, puede counsBe la matriz de correlacion

muestral, que viene definida por:

cov{ E;. F)
R =[ry] € Mpsme  donde  ry = .
[i;] x ue T ear(Fvar(F))

Puesto que la matriz de correlacionessisétrica entonces resultdiagonalizabley sus

valores propios. verifican:

A=1

m
i=1
Debido a la propiedad anterior estosvalores propios reciben el nombre de pesos de cada
uno de lasn componentes principalelsos autovectores de lasrepresentan los nuevos ejes

coordenados del sistema que resaltamayor diferencia de lesdatos.

Una de las ventajas PCA para reducir |la dinoeradidad de un grupo d#atos, es que retiene
en las primeras componentes aquellas cafatitars del conjunto déatos que contribuyen
MAas a swarianzay son estas componentes las que coatiesl aspecto "mas importante” de

esa informacion.
Esta reduccién de la dimension va a permitir:

» Simplificar posteriores analisis, que se harpartir de un menor niero de variables que

el original.
» Una representacion graficdakeindividuos en dimensiondacida (generalmente, 1 o0 2).

* Examinar e interpretar las relaciones entre las variables observadas.
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IV.5.2 Método supervisado - PLS-DA

Al examinar los datos, se puede tener un conocimiento “a priori” (mgt@zerca de como

los objetos deben estar agrupados. EmA HG@s componentes principales del modelo
resultante estan orientadoggaar cuenta de la variacimaxima de los datos (matrk).

Los componentes principales no estan desadadlgara discriminar mejor entre las clases
definidas “a priori”. En laPartial Least Square (PL$)*?° las componentes principales

estan orientadas de tal forma de tener en cuenta la variacion maxima en los datos y, al mismo

tiempo de maximizar la discrimacion entre las clases “a priori”.
Se ajusta entonces un modelo lineal multivariante como sigue
Y=XB+F IV.25

dondeB es una matriz de coeficiente$-yes una matriz de errores aleatorios. PLS es similar
a PCA en el sentido de que produce nuevashlas (o puntajes) que son combinaciones

lineales de las variables originales, como
T=XW V.26

donde W es una matriz de las poraésnes de la matriz de varaibles X, de de tal manera que
T y X son ortogonales, y las calmas de la matriz T son lladas “variables latentes” o
“componentes latentes”. PLS se bagda siguiente descomposicion:

X=TP+E V.27
Y=TQ+F IV.28

dondeP y Q sonmatrices de coeficientebéding y las matrice€ y F son los errores. Las
componentes latentes son usadas para predsgitados en lugar de las variables originales.

La matriz de coeficiented de la ecuacion IV.27-28 se obtiene, como
Q =(T'T)-1T’Y IV.29

Donde T~ es la transpuesta de T. Finalmente, la niapara el modelo esta dada por
B’ =W(T'T)-1T’Y V.30

y la matriz respuesta ajudepodra ser escrita con como:
Y =T(T'T)-1T’Y V.31

Para obtener los componentes principales, PBaSimiza la covarianza entre la variable de
respuesta Y y una combinacion hele las variables originaléss Xw, donde t es el vector

score, X es la matriz de datg w es el vector de pesos.
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Que tan bien el modelo es capaz de represt#alatos depende de la asociacion entke el

y Y. Cuanto mas fuerte es la relacién entreXey Y, mejor sera el modelo capaz de
representar los datos. PLS es un métodonpétraco “supervisado”. Se supone que taxitg

Y son datos con una distribdai aproximadamente normal. 8lfunciona mejor cuando los
datos estan simétricamente distribuidos gnén una varianza de error aproximadamente
constante. Distribuciones no normales Mey Y requieren una transformacién de

normalizacion previo al andlisis PLS.

A efectos de clasificacion, se aplica el Agia Discriminante PLS (PLS-DA). En PLS-DA se
utilizan variables discretas para describir thferentes clases a las que las muestras se
pueden asignar. Esto se hace mediante kcicne de pares de variables, por ejemplol y O,
uno por cada clase, donde 1 significa que @ktobpertenece a la clase en cuestion, y 0
implica que no pertenece a esa clase (Fig.)I\C8n un modelo PLS-DA también es posible
predecir si un objeto perteneceuna clase especifica al estima clase predicha por la

variable.

Clases Variables (ppm) Vectores
———  regresién

xll';l.l'

E

Error

Muestra
—
Muestras
—

=

Variables

p’ Figura IV.8: Esquema de la transformacion PLS
DA que se aplica a un conjunto de datos donde|se

T conoce la pertenencia o no de las muestras a una

clase y que quiere conocer las variables que

maximizan la diferencia de clases.

Muestras
-—

La capacidad de PCA y PLS-DA para modelar dtatos se mide con el grado de “ajuste
métrico”. La bondad de ajusteétrico se denota por R R? es una medida de la capacidad
del modelo de reproducir los datos del cop con la que se genero el modeldov&ia de 0

a 1. Un valor de R= 0 indica que el modelo no se ajustiws datos en absoluto. Un valor de
R? = 1 indica que el modelo se ajusta a los datos perfectarR@tementa con el nimero de
componentes principalesSi se utilizan un nimero saiignte de componentes principales
entonces la bondad del ajuste se aproximaraaitiad. Sin embargo, el aumento del nimero
de componentes principales p&rgrar la unidad esontraproducente ya queliede ser dificil

de interpretar debido a la graantidad de variables. La capacidad predictiva del modelo se
representa por "®. Q* varia de 0 a 1. €es la fraccién de la variacion total de los datos que

se puede explicar por las componentes principales. El valof dd @hdica que el modelo es
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capaz de predecir los datos de la perfeccién. Un w@o@f = 0 indica que el modelo es
incapaz de predecir los dat@¥ difiere de R en que ®no se acerca a la unidad cuando el
namero de componentes principales aumentaliiero 6ptimo de componentes principales
pueden ser definidos por el calculo d& Q* aumenta con el nimero de componentes hasta
un maximo, mas alla del cual la capacidaddmtiva del modelo no se incrementa. El
namero de componentes principales necesaosalcula a partir del momento en que se

maximiza la &

El nUmero de componentes principales necesarios para representar los datos varia y depende
de la complejidad inherente de los datostoBacomplejos, es decir, datos con una gran
variacion, por lo general requieren un mayor atorde componentes principales para que los

representen en comparacion cos diatos relativamente simples.

Una herramienta adicional de analisis utilizado en PLS, que no se encuentra en PCA, es el
“variable importance projection{VIP). El VIP es util en la identificacion de aquellas
variables que son mas influyentas la generacion del modelo. Las variables con valores mas
altos VIP son mas influyentes en la clasiidn generada que las variables con valores

bajos.

Es recomendable realizar un bsia de PCA previo al analisis PLS. El resultado de PCA
ayuda en la identificacion de variables @tg y muestras “outliers” que pueden ser
removidas antes del modelado PLS. Los grafimtas distribuciones de datos en funcion de

las componentes principales es un modo muy efleaanalizar los resultados (Fig. 1V.9).

Figura IV.9: Posibles representaciones graficks un analisis PCA o PLS-DA de un
conjunto de datos con 3 clases de tumores cerebrales diferenciados (O, OA, GB).
Distribucién 2D por pares de CP (lzq.), distribucion 2D de dos CPs con curva de interval
de confianza (centro) y distribucion de datos 3D de tres CP (CP, Componentes
principales).

IV.6 Procesamiento estadistic metabdlico - MetaboAnalyst

MetaboAnalyst % es una herramienta de procesamiento de datos metabolémicos, que opera

bajo una aplicacibn remota da web, armada en base a distintos paquetes de analisis
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estadisticos. La aplicacion acepta una variedad de entrada de datos (RMN, concentracion de
metabolitos o espectros segmentados, espectrasdepinasa, etc.) en una amplia variedad

de formatos. Ofrece una serie de opciones parocesamiento de datos metabolomicos
como normalizacién de datos, analisis estadistico multivariado, graficos, identificacion de
metabolitos y mapeo de la via metabdlica. En particular, MetaboAnalyst permite aplicar
técnicas estadisticas tales como, t-test, FRI&A-DA, agrupacion jerdquica y una serie de
métodos estadisticos de aprendizaje auticmaTambién cuenta con una biblioteca que
permite identificar sustancias por sus picos en un espectro para facilitar la identificacion de
compuestos. MetaboAnalyst es un programa denusy intuitivo que realiza el andlisis de

los datos paso a paso, con una variedad deisng enlaces de informacion. Al finalizar, el
servidor genera un informe detallado ddsendo cada método utilizado con los graficos

generados y las tablas de los datos procesados.
IV.6.1 Descripcion del programa y métodos

La Interfaz web de MetaboAnalyst se ha deskdo utilizando Java Server Faces (JSF) El
célculo estadistico y las operages de visualizacion sealiza mediante funciones que

pertenecen a los paquetes de R y Bioconductor.

ection
HeLe e Baseline filtering
|—> Peakalignmant l

+ Data Integrity chack

= Missing value imputaticn

* Lipidomics
* Metzbolite set fibraries

Pathway analysis

« Enrichmentanalysis

« Topology analysis

« Interactive visualization

+ Univariate analysis

»Festures

Statistical analysis ‘

Downloads

Figura IV.10: Diagrama de flujo del MetaboAnalyst. Los marcos naranjas refieren a pre-
procesamiento de la sefial, la verde a nomaeilbn de los datos de las muestras y rojos los
distintos métodos estadisticos e identifiGacde sustancias o mecanismos metabdlicos
posibles (de [21]).

El diagrama de flujo que ilustra la Figura.1¥ muestra funcionamiemde MetaboAnalyst.
MetaboAnalyst no es un herramiarde analisis del estilo "un clic", sino que se trata de un
analisis “on line” que principalmente permite a los usuarios llevar a cabo andlisis

discriminante (es decir, control frente a camntrol, el tipo mas aaun de andlisis de
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metabolémica) para la clasificacion e identifiéecde las "caracteristicas mas importantes de
cada grupo”. Un analisis de datos tipico con Mefalyst consiste eseis pasos: (i) carga
de datos, (ii) verificacion de datos vy filtrosij)(la normalizacién, (iv) andlisis estadistico, (v)
identificacion de sustancias (vi) resumen ycdega de tablas y graficos. Este proceso es
“guiado” por una interfaz muy funitiva. Descripciones mas d#é&alas, archivos de ayuda o

consejos Utiles se muestran tanto empéagnas web del programa y globos “pop-up”.
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Capitulo V

Estimacion del nUmero de adquisiciones necesarias para una cuantificacion
precisa de un espectro clinico de drégeno a partir de espectros sin
cancelacion de agua

V.1 Introduccion

Toda espectroscopia clinica implica la homogenizacion del campo magnético dentro del

voxel para tener la mejor calidad del espectro posible.

La utilidad de la MRS d&H monovoxel en las lesiones de adpaumoral es reconocida y es
utilizada en la mayoria de los centros dsorencia clinica como un estudio de rutifid

Esta se realiza pre y post cirugia poiirfBormacion metabdlica adicional que brinda del
tumor. Varios grupos trabajan con MRS tlgnores tratando de encontrar patrones que
permitan caracterizar tanto el tipo hisigico como su grado de agresividiad previo a la

cirugia, asi como la deteccién de cualquembio que se produzca durante su evolucién
clinica’.

Un problema inherente a la MRS de tumores celebes que, a diferencia de otros estudios
como las demencias o patologias cerebrales difusas, el tamafio, la localizacién de la lesién y
la densidad de tejido es vari@py por lo tanto también Iser& la ubicacion, el tamafio del

voxel y la cantidad de sefial medida. El tamale las lesiones de aspecto tumoral es
generalmente bien determinada por las em&g convencionales y es importante para
adquirir el espectro del tumor y no del tejiderimal” que lo rodea porque este “contamina”

el espectro. Esa es la razén por la cudhelaiio del voxel depende del tamafio del tumor.
También, dado que la region del cerebro doagarecen los tumaees variable, la
homogeneizacién del campo magoéten el voxel es varialelo que hace que la calidad

del espectro también varie por su ubicacion.fagtor que suma variabilidad al estudio en
tumores es que a veces, post-cirugia, quedan residuos de sangre o pequefos restos de metal
en el hueso que complican la homogenizaciérenddk, existe la posibilidad de que en su

evolucion el tumor calcifique, un factords que dificulta la homogeneizacion.

La forma habitual para compensar un tamadocilo del voxel y/o una mala homogeneidad
es aumentar el nimero de adquisiciones, éogfovoca un aumento entedmpo del estudio.
El tiempo es un factor limitante en la mayoria de los estudios de resonancia clinica por el

cansancio que puede sentir el paciente mhaeecer quieto, ya que, un estudio completo de
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un tumor cerebral puede durar entre 1-113§ teniendo en cutn las secuencias

convencionales y funcionales.

El analisis mas simple de los espectros cline®gonsiderar el espectro como una curva,
donde no se realiza una cuantificacion y solarsaliza la forma detspectro. Es sélo un
analisis cualitativo y es el analisis mas congiie se realiza en la mayoria de los centros
clinicos de MR, pero es limitlo, ya que la calidad de los esfros no siempres constante,

ni siquiera para el mismo paciente en utu@is longitudinal. Por otro lado, hay varios
métodos de cuantificacion de espectrdéniens con “softwares” dedicados, tanto
proporcionados por los proveedores de Hesonadores como programas comerciales o
gratuitos °. El principal problema es que lalidad de los espectros a menudo es muy
variable y no es posible afiar si, elegido un método deaetificacion, un espectro sera
cuantificable.

Con los espectros monovoxel, paealizar una correccion deskay compensar distorsiones
de las corrientes de Edtdyen el espectrd, todos los resonadoresalizan una adquisicion

inicial sin la cancelacion del agua goenvolucionan con el especiton el agua cancelada.

El objetivo de este trabajo es establecer gassble tener en cuenta ciertos valores de la
adquisicion sin cancelacion del agua que [emmestablecer el nimero necesario de
adquisiciones para asegurar quesdectro sea cuantificablerpaina determinada técnica de
cuantificacion. El objetivo es optimizar el tiempo de estudio manteniendo la calidad del
espectro. Aqui, por el nimero de adquisicionesrgende el nimero de veces que se repite

la secuencia para mejorar la SNR.

En este trabajo fueron analizados un grdpdumores con un tamafo de voxel entre 2,644
cm®a 9 cn (33% a 113% en relacién con el voxel clasico de 8 gnexaminados con tres
técnicas. Uno de ellos es un andlisis purameliméco (cualitativo ovisual), y dos métodos
cuantitativos (Quest y AMARES), donde lostai®litos son cuantificis (Lip, MM, Naa,
Glu, GIn, Cr, Cho y Mio/Gly) con jMRUE, un programa para el dlisis de espectros

clinicos.

V.2 Teoria

La ecuacion bésica de la SNRldespectroscopia monovoxel

SNRx Voxeh/N  V.la

Indica cuanto debe aumentar el niumeroadguisiciones (N) con el fin de mantener la
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relacion sefal a ruido (SNR), si cambia el tamafio de voxel. Pero como lo que se busca es
establecer el numero minimo de adquisiciones necesarias pasagod un espectro

cuantificable dado un método de cuanéfiion, de forma intuitiva se tiene que:
N, < (SNR*(Voxe)”  V.1b

donde bl y b2 deben ser valores negativogjugexpresa que para una mejor SNR y un
mayor tamafo de voxel seran necesarias mewgsiisiciones. Es posible que estas dos
variables tengan una cierta dependencia, perdefiograr la mayor generalidad se analizan
de forma independiente. Una ecuacién mejoragdiasidera el ancho a media altura del pico
de agua (Fw=FWHM), como un modo de ddesar la homogene#dl del campo magnético

en el voxel
N, < (SNR™(Voxe)(Fw)*® V.2

donde b3 debe ser positivo ya que una mejordgameizacion implica una mejor calidad de
los picos y por lo tanto un menadmero de adquisiciones. ENR se define en general
como el cociente entre el pico mas alto (maxia®)a regioén de intés del espectro (0-4,5
ppm) y el ruido (Nois€, desviacion estandar de los ultismpuntos del espectro). Siendo tan
grande la variabilidad de la calidad de loseesfws de tumores, el pico mas alto puede ser
cualquiera de los mas importantes (Lip, Lac, N&A&, Cho o Mio). Aqui se considerara, para
estandarizar el métodos de analisis, @daomo el pico de referencia (Maxpor lo que ec

V.2 seria

bl
N, o (Maxc%\loisej (Voxe)(Fw)® V.3

Una ecuacién mas general es
N = (Max, )**(Noise” (Voxe)*(Fw)*(P, ) V.4

donde R es el porcentaje de la seccion donde claramente se define el pico de Cr del
espectro, en relaciéon con MaXFig V.1). Se supone que b4g deberian ser negativos y b5
positivo. Es importante recordar que estasaldes definidas puedearo ser independientes.

Ese podria ser el caso de la Maon Voxel y Fw con £.
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Figura V.1: Descripcion grafica de los parametros MaxPc, en dos espectros sin cancelacion de
agua con diferentes SNR.

V.3 Métodos

V.3.1 Adquisicion de los espectros

Fueron analizados 36 espectixdquiridos de 33 pammtes con tumores cerebrales. Cada
espectro fue adquirido en un resonador 1,5aBes€E CVi. La cirugia y la anatomia
patolégica se realizaron en la misma institucion que el estudio de imagenes. Todos los
espectros se hicieron a peticiondio@ con el fin de consideral tipo de tumor (agresividad)

o la evolucion de los mismos. En este anahisisse especifica si el estudio fue antes de la
cirugia o un estudio de control y si el pate estaba medicado y/o bajo tratamiento
(corticoides, radioterapia o quimioterapia)mi@aco se tiene en cuenta el tipo de tumor.

Todos los espectros se realmarcon el voxel lod&zado sobre el del tumor, tratando de
maximizar el tamafio de voxel sin tomar tejido de aspecto normal, evitando también las
regiones que evidenciaban la presencia de caldela sangre y de raegies cercanas al aire

y/o hueso. Los espectros se hicieron desmetda inyeccién de gadolinio tratando de
localizar el voxel en la region que captabatcaste, si hubiera un@lgunos espectros se
localizaron después de una espectroscopiavoxél para establecer la region mas agresiva
del tumor. Todos los espectros se realizammla secuencia PFEIS, TR = 2000 seg. y TE =

30 mseg. La homogeneizacion deimpo magnético del voxel y la cancelacion del agua se

realizaron de forma automatica por el resonador.

El nimero de adquisiciones fue determinadsidadnente por la expencia del operador del
resonador, y se ajustd enontion del tamafio y la ubicacién del voxel. El numero de
adquisiciones varié entoncdse 64 hasta 256, siendo enrsayoria de 128 y 192. Como el
resonador guarda todas las adgiosies en grupos de 8 quenssumadas, si el estudio se
realiz6 con 128 adquisiciones, el archivo d@sipectro contendra 16L28/8) espectros
independientes formado por 8aisiciones. Antes de lalquisicion con la cancelacion de
agua, dos espectros independientes sin cancelacion de agua son $alsadpse realizaron

16 adquisiciones). La FID de cada adquisicionsistié de 2.048 puntos y un ancho de banda
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de 2500 Hertz. Los espectros se exportaron acamgutadora para su analisis con software
iMRUI 2,1%2,

V.3.2 Analisis de los espectros
- V.3.2.1 Adquisicion sin cancelacién de agua.

Los dos espectros fueron sumados y auteaoionados para corregir las fases y las
corrientes de Eddy. Este espectro fue apodizadaun filtro gaussiano de 5 Hz y el ancho de
linea (Fw) del pico de agua se calculé6 &MARES. Por ultimo, estespectro se exportd

como un archivo de texto.
En este archivo de texto seaahron las siguientes variables
1. Ruido (Noisg: La desviacion estandar tes Gltimos 150 puntos del espectro

2. Altura del pico de CrNlax): Este valor se calcula como el valor médximo del
conjunto de puntos entre 929 y 946 del archigdexto, en relacion con el promedio

de los ultimos 300 puntos del espedlinea de base). (Fig V.1)

3. Porcentaje del pico visiblde Cr en relacion con Max(Pcr). Este es un parametro

gue considera la separacion maxima da Grlinea del espectro. (Fig V.1)
4. SNRfue considerado como MaXNoise

El volumen del voxel {oxe) se obtuvo del encabezado (“header”) Dicom de los

espectros.

- V.3.2.2 Adquisicion con cancelacion de agua

Los espectros adquiridos fueron sumados yi@apos de a 8, hasta completar el total de
todas las adquisiciones. Por lo tanto, ude estudio de 128 adquisiciones, 15 espectros
correspondientes a la suma de 16, 24, 32 128yadquisiciones parciales fueron analizados
(Fig. V.2) Este conjunto de espectros se ctuoion6 con el espectrsin la cancelacion del
agua, luego fueron alineados respecto al gdeloagua residual y apzddos con un filtro
gaussiano de 5 Hertz. Por ultimo los picosadea residual se eliminaron por medio de un
filtro de Descomposicidén Singular de Valoresnkiel Lanczos (HLSVD). Previo a realizar la
cuantificacion se controlé que la forma de cadpectro después dediminacién del agua

se mantuviera estable, ya que en ocasionearaelacion de agua distorsiona notablemente

algunos espectros.
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Figura V.2: Superposicién de las sumparciales de a 8 adquisiciones de un espectro con 96
adquisiciones.

V.3.3 Procesamiento

Cada grupo de espectros se amaatin a través de tres técniadiferentes, una de caracter
cualitativo (analisis “clinico”, donde se analizacalidad de la curva), y dos cuantitativos
proporcionados por jMRUI, AMARES y Quest.

- V.3.3.1 Andlisis clinico

El "perfil" de los espectros se analizongmarando entre si las sumas parciales de cada
espectro para determinar el nimero de adtjaisés a partir del cual la forma del espectro
no mostrd cambios significativos a la vista we radidlogo. Todas las sumas parciales se
normalizaron con el fin de mantener el tamaélativo entre ellos. El objetivo del andlisis
fue la definicidbn del numero adquisiciones pegkacionarlos con loparametros definidos
anteriormente. El andlisis despectro segun el perfil de larca es el método con el que se

informan los espectros en la mayoria de los centros de imagen.
- V.3.3.2 AMARES

Se analizaron 25 picos por el métodoAMARES cuando habia lactato a 1,3-1,35 ppm, 6
23, cuando el doblete del lactato no aparecia espectro. Los picate 1-3 ppm identifican

a las MM vy Lip (Lipidos y Macromolétas), 24 y 25 Lac (Lactato), 5 Naa (N-
acetilaspartato), 6-10 Glu (Glutamato) y Glnui@mina) (GIx1); 11 Naa, 14 Cr (Creatina),
15 Cho (Colina), 18 Mio/Gly (Mio-inositol/Gina), 19-21 Glu Glu (GIx2), y 22 Cr. La
ubicacion de los picos se mantuvo fija y el ande los picos se modifico segun la calidad

del espectro (Fig. V.3)

Los parametros de fase y estimacion de la lfieebase se fijaron dos siguientes valores:

Zero Order Phase : Estimate [-5, 5]; Begin time (ms): Estimate [-0.1, 0.1],
Weighting : off, Truncated points =20
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Figura V.3: Composicion de un espectro de 30 ms en 25 picos lorentzealzmdo por AMARES.
Cada nivel muestra el espectro original, dinesdo, las componentesdividuales y el residuo
respectivamente.

- V.3.3.3 Quest

La base de metabolitos que se utilizé contalralas siguientes sasicias: Lac, NAA, Glu,

GIn, Cr, Cho, Gluc, Tau y Mio. Estos espectnadividuales se modificaron a partir de una

base utilizada por el programa LcmddeEl conjunto de picos quepresentan MM y Lip se

crearon con “Simulation” (Capitulo IV, seccifvi.2) de acuerdo a los valores derivados del

articulo de Seeger et.8l. donde se limita la amplitud, ancte linea y la ubicacién relativa

de los distintos picos de MM vy Lip que apcen en 0-4.5 ppm (Fig V.4). Los mejores

parametros de fase y linea de base querboigiel proceso repeléy estable fueron:

Zero Order Phase : Estimate [-5, 5]; Begin time (ms): Estimate [-0.1, 0.1]; Background
Handling =No
Weighting : [Beginning =0 End=20]; Truncated points =20

residug

MWMN\,\/\/-W
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Figura V.4: Descomposicion de un espectro de 30ansll espectros individuales de distintos
metabolitos con Quest. Cada nivel muestra @leeso original, el estimado, las componentes
individuales y el resiuo respectivamente.
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V.4 Métodos de Andlisis
V.4.1 Estimacion del cambio en la cudificacion por aumento del namero de
adquisiciones

A través de los valores obtenidos de lopeetros se calcularon los cocientes: Cho/Cr,
Cho/Naa, Cr/Naa, (Cr+Cho)/Nadjio/Cr, (Glu+GIn)/Cr, LadcCr, Lip/Cr, (Glu+GlIn)/Naa,
Lip/MM con Quest y Cho/Cr, Cho/Naa, Cr/Nd&€r+Cho)/Naa, Mio/CrGlutl/Cr Glut2/Cr,
Lac/Cr, (Lip+Macro)/Cr, GluxMaa y Glux2/Naa con AMARES.

El estudio de la convergencia de estadanttes se hizo a través de la relacion

. . Valor —Valor,
Cambio_relativo= ( ! T ] V.5

Valor;

ConValor la amplitud del cociente en il@esima suma de adquisicione¥glor. el valor del

cociente del espectro con lansa total de las adquisicioneSe considerd que el espectro
convergia a un valor estable en la adquisici-ésima cuando la variacién relativa del
espectro i-ésimo respecto al del espectro completo (la suma total de las adquisiciones) fue
inferior al 10% y se mantuvo dentro de estiego para un niumero s adquisiciones mas

alto que el i-ésimo. No se considaque existia convergencia si paran-2, con “n” numero

total de las adquisiciones del espectro se llegaba al 10% de variacion.

Loa cocientes finales analizados con Questdn Cho/Cr, Cho/Naa, Cr/Naa, (Cr+Cho)/Naa,
Mio/Cr, Glu/Cr, Lip/Cr, Glu/Naa y Lip/MM. Todos los aientes que tenian Gln y Lac no
fueron considerados por la gran corrédacy dependencia que tenian con Glu, MM y Lip
respectivamente. Los cocientes finales andliz con AMARES fueron Cho/Cr, Cho/Naa,
Cr/Naa, Cr+Cho/Naa, Mio/Cr, Glutl/Cr, @2/Cr, (Lip+M)/CrM Lip/Cho. Nuevamente
Lac/Cr no fueron considerados por la gcanrelacion y dependencia que tenian con MM y
Lip.

V.4.2 Andlisis no lineal paramétrico

Se realiz6 un analisis no-lineal paramétrico batlab para obtener Ids (i = 1 .. 6) de las
ecuaciones V.6 y V.7. CoMygquisicionesS€ Usaron los valores caladbs en el item V.4.1
obtenidos para AMARES y Quest

Nacouisicines = 1 (Max,, )**(Noise” (Voxel)*(Fw)*(P,, )*° V.6
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= C; (SNR”(Voxel)*(Fw)*(P,, \*° V.7

nadquisicimes

Todos los pardametros aqui definidos fuerommadizados en relacién con la media de cada
grupo a fin de considerar la relevancia de cada bi en la parametrizagi@Riciones€S €l

numero de adquisiciones y €s una constante.
V.5 Resultados

La Tabla V.1 muestra los valores de los difezsmiarametros analizados de los 36 espectros

(ordenados por tamafio de voxel).
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Datos # Adquisiciones para
la convergencia

# Noise | Fw | Voxel (ml) Maxc, Per SNR |# Adquisiciones realizadas* | Quest* AMARES*
1 | 1.17E+06| 2.94 2644.8 9.77E+06 3.98E-01 8.36H+00 32 no no

2 | 1.22E+06/ 7.34 2827.2 4.02EH07 2.34E-01 3.29H+01 16 no 13

3 | 1.09E+06| 4.57 2863.68 2.74E+07 2.37E-01 2.51f+01 24 20 22

4 | 6.78E+05 4.52 3026 2.12E+07 3.01E-01 3.134+01 12 no 9

5 | 1.01E+06/ 5.72 3026.646 | 2.61E+07 1.96E-01 2.60§+01 24 18 18

6 | 1.12E+06/ 3.82 3322.748 | 3.31E+07 9.25E-02 2.96§+01 16 14 14

7 | 1.28E+06/ 5.39 3392.64 3.99E+07 3.01E-01 3.13f+01 16 14 14

8 | 1.14E+06/ 4.59 3620.7 3.97E+07 1.43E-01 3.474+01 16 13 15

9 | 1.14E+06/ 3.36 3627.24 1.50E+07 1.26E-01 1.32f+01 16 no no
10| 1.23E+06 3.46 3971.88 4.54E+07 3.97E-01 3.69§+01 24T 23 (no) 23 (no)
11| 1.06E+06 3.23 4170.24 4.20E+07 1.66E-01 3.96K+01 24 no 21
12| 1.17E+06 3.47 4212 3.07EH07 1.30E-01 2.634+01 24 15 9

13| 1.29E+06 4.75 4240.2 4.13E+07 1.58E-01 3.19+01 24 17 12
14 | 1.01E+06 4.33 4262.4 3.61E+07 2.45E-01 3.56f+01 16 11 10
151 1.21E+06 5.08 4283.55 3.82E+407 1.58E-01 3.15+01 24T no 23 (no)
16 | 1.19E+06 3.21 4329 2.51EH07 4.44E-01 2.11H+01 241 no 23 (no)
17 | 1.25E+06 2.80 4371.15 3.96E+07 1.49E-01 3.18f+01 16 12 14
18| 1.27E+06 4.72 4371.15 5.39E+07 3.13E-01 4.24K+01 16 10 12
19| 1.21E+06 1.91 4500 1.92E+07 3.10E-01 1.58H+01 12 no 10
20| 1.11E+06 4.00 4536 5.88EH07 3.91E-01 5.29H+01 16 9 11
21] 9.26E+05 4.61 5525 6.49E+07 2.45E-01| 7.01E+@1 16 7 12
22| 6.24E+05 4.71 5529.6 2.34E+07 2.14E-01 3.75+01 16 12 12
23] 1.23E+06 4.78 5559.19 5.94E+07 2.47E-01 4.81F+01 16 13 13
241 1.15E+06 5.55 5559.19 5.97E+07 2.04E-01 5.20f+01 16 11 12
251 1.22E+06 4.81 5577.336| 3.83E407 2.12E-p1 3.15f+01 8 no no
26 | 1.05E+06 4.09 5616.9 3.00E+07 2.47E-01 2.86H+01 16 14 11
271 1.27E+06 5.76 5930.2 4.08E+07 4.03E-01 3.21{+01 16 14 no
281 1.31E+06 3.03 5960 7.63EH07 2.16E-01 5.834+01 16 12 11
291 1.19E+06 7.06 6000 5.80EH07 3.00E-01 4.87H+01 16 14 15 (no)
30 ] 1.36E+06 6.29 6771 7.12EH07 1.52E-01 5.234+01 16 13 14
31] 1.29E+06 5.43 6771 7.12EH07 1.97E-01 5.54H+01 16 13 12
32| 5.55E+05 4.57 6800 2.71EH07 2.18E-01 4.88H+01 16 12 10
33 ] 1.05E+06 3.01 6992 5.04EH07 4.41E-01 4.77H+01 16 11 9
341 6.62E+05 4.92 7811.1 5.13E+07 3.06E-01 7.75+01 16 11 11
35] 1.24E+06 2.25 7920.2 2.88E+07 2.90E-01 2.33§+01 12 11 10
36 | 5.90E+05 4.66 9066.6 4.43E+07 1.86E-01 7.51H+01 12 6 6

*se multiplica por ocho
T espectros con los picos de los espectrolsiancelacion de aguartdiferentes amplitudes

Tabla V.1: Valores de los parametros de los 36 espectros analizados, las adquisiciones

realizadas y el nimero de adquisiciones, s&guiv.5, que fueron necesarias para conseguir

la convergencia con AMARES y Quest significa que no hubo convergencia.
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Los siguientes son los resultados mas importaptese obtienen del analisis de los datos:
V.5.1 Convergencia

1- en el 81% de los espectros se obtiene sulteelo similar en la convergencia, o sea, se
llega o no se llega a la convergencia con Quest y Amares, aunque el nimero de adquisiciones
necesarias para lograr la corgencia fue variable. En el 50%e ellos la diferencia fue

menor o igual a 8 adquisiciones yuwan70% menor o igual a 16 adquisiciones.

2- En los espectros que sbélo convergendiamde un método (29 %), el numero de
adquisiciones necesarias para la convergencia fue el nimero maximo de las adquisiciones

realizadas.

3- Quest mostré una menor capacidad de obiensonvergencia QUAMARES, ya que 10
espectros analizados por Quest no lograrawvemencia frente a 7 por AMARES (en 6

espectros los dos métodos coincidieron).

4- En el 90% de los espectros analizadogyegfil de los espectros (analisis clinico) se
definioé en tan sdlo 72-96 adquisiciones, indepamtémente de si el gsctro convergia o no,

y de las otras variables analizadas (Fig. V.5).

Cha 96 promedios

Cho 192promediod)| ATH | ih I\
| W i ||
(4l ll ‘!lln | | I i \ 128 promiedios
{ I { I | ] "y
| JI, i [ kg [ | | .
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Figura V. 5: Comparacion del perfil de los espectrmgmalizados segin diferentes ndmeros de
adquisiciones en dos espectros de diferente calidad. El menor vastranel espectro que no tiene

una diferencia significativa con ebpectro total que se indicarcel nimero de adquisiciones mas

grande.

V.5.2 Estimacioén de las variablebi

5- De los datos de la Tabla V.1 se ve Yo&elmuestra una pobre relacion lineal con la SNR
(Maxcr /Noisg (Fig. V.6) a pesar de lo que la ec1\a enuncia y muestra una mejor relacion
deVoxel y SNR con el # Adquisiciones para [angergencia (Figs. V.7) con Quest que con
Amares (ec. V.1.b).
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Figura V.6: Relacién entre Voxel (normalizado en 4,9 ml) y SNR que revela la mala

linealidad.
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Figuras V.7: Relaciones entre Voxel y SNR con el nimero de adquisiciones necesarias
para tener convergeia en la cuantificacion. Las curvas muestran plidealidad, aunque
es mejor con Quest que con AMARES.

Del calculo no lineal (ec. V. V.7) de los parametros analizados del espectro sin

cancelacién del agua se obtuasiguiente Tabla V.2.
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Variable AMARES Quest
Ecuacion 6
Noise (b5) 0.3476 0.6396
Fw (b3) 0.2967 0.4126
Voxel (b2) -0.1253 -0.0387
Maxc; (b4) -0.0607 -0.5286
Pc: (b6) -0.0888 -0.0603
Ecuacion 7
Fw (b3) 0.3225 0.4158
Voxel (b2) -0.1321 -0.048
Pc, (b6) -0.1074 -0.0541
SNR (b1) -0.117 -0.5466

Tabla V.2: Resultados de los coeficientes bi para las dos técnicas de procesamiento de los
espectros.

6- En la ecuacion V.7 cdQuest la estimacion de SNR.6466 ) es muy similar a los valores
que se estiman de Noise6B96) y Maxc, (-0.5286) en la ecuacion V.6, lo que demuestra que

con Quest estos dos ultimos parametros podséa utilizados como un indice de SNR.

7- Con Quest, las ecuacioness\y V.7 muestran que los pardamos mas relevantes en la
estimacion de las adquisiciones son Noise, MEENR) y Fw. El tamafio de voxel y o

son importantes con Quest.

8- AMARES no sigue el comportamientmostrado por Quest. AMARES da menos
relevancia a Max y Pc,, y mayor a Fw, Voxel y Noise,rsimantener una relacion definida
entre el SNR y Max/Noise.

9- A partir de los parametrds de la Tabla V.2 obtenidos arfiade las ecuaciones V.6 y V.7
se calculo el namero aproximado de ladquasiciones necesarias para obtener la
convergencia de los espectros queconvergen de la Tablal. Se observa con Quest que
en muchos de los espectros la convergemgiae obtuvo debido a laltta de adquisiciones
(Tabla V.3). Con AMARES no es posible defitas adquisiciones necesarias para obtener la

convergencia, con cualquieralds dos ecuaciones. (Tabla V.4).
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es

Quest

# # adquisiciones*  # Ecuacién 6* # Ecuacion 7*

1 32 24.09 25.31

2 16 17.62 17.50

4 12 21.13 20.69

9 16 15.26 15.43

10 24+ 11.63 11.79

11 24 11.28 11.06

15 24+ 15.62 15.12

16 24+ 14.97 15.46

19 12 14.38 14.57

25 8 14.84 14.56
*multiplicado por 8
T espectros gque tenian los dos espectros siarleelacion del agua de diferentes amplitud

Tabla V.3 Estimacion del nimero @elquisiciones necesarias pacmseguir la convergencia
con Quest en aquellos espectrog q© lo consiguieron usando Ibsde la Tabla V.2. Los
nimeros en negrita indican los casos donde faltaron adquisiciones para conseguir la

convergencia.

AMARES

# # adquisiciones* # Ecuacion 6* # Ecuacién 7*

1 32 12.33 12.69

9 16 13.18 13.62

10 24+ 11.40 10.65

15 24+ 13.83 13.43

16 24+ 11.20 10.85

25 8 12.83 12.34

29 16 12.83 12.09
*multiplicado por 8
T espectros que tenian los dos espectros siareelacion del agua de diferentes amplitud

es

Tabla V.4 Estimacion del nimero @elquisiciones necesarias pacmseguir la convergencia

con AMARES en aquellos espectroseguo lo consiguieron usando Ibsde la T
Los nimeros en negrita indican los casos donde faltaron adquisiciones p
convergencia.

abla V.2.
ara conseguir la

10 - Los espectros en el que los dos piiascancelacién de agua mostraron una amplitud

claramente diferentes (marcados cond fonvergen ni con @st ni con AMARES.

V.6 Discusion

El interés de estudiar los tumores ceatds con MRI, por medio de imagenes

convencionales y funcionales (difusion, peidn y espectroscopiase

basa en poder

caracterizarlos y analizar suadwcion y/o respuesta al tratamie. Clinicamente, el andlisis

de los espectros se realiza viéndolos cama curva que define un patrén o perfil. Sin

embargo, para realizar un andlisis y unmgaracion mas detallada es necesario algun tipo

de cuantificacion de los metabolitos mas importantes.
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Por otro lado, el estudio de los tumores cerebrak tal vez la aplicedn mas dificil, pero
también la mas usada de la MRS clinica. Emé&s dificil debido a lavariabilidad de los
parametros a ajustar al realizsu adquisicion, tales coma ubicacién del tumor en el
cerebro (proximidad al hueso, el aire), su tam@dumen parcial del espectro), la cantidad
de adquisiciones, la densidad de tejido pastgéa y por los componess de algunos de los
tumores que pueden afectar adédidad (calcio, sangre, los qust material ferromagnético
después de la cirugia, etc.). Hay otros factaregnsiderar en un estudio clinico, que también
influyen en la calidad del espectro. Esthependen del proceso de homogeneizacion del

campo magnético dentro del voxel y de la cancelacion de agua.

Otra limitacion importante en @studio de los tumores con IBRes el tiempo de estudio;
dos espectros monovoxel con un TR =2 s, de 96 y 192 adquisiciones y una multivoxel de TR
= 1s con matriz de 16x16 o 18x18 dura entr&a X minutos, que hace, solo el estudio de

MRS, casi tan largo como el de imagenes.

La cuantificacion se hace aun mas importante si se quieren comparar los espectros para
estudiar la evolucion del tumor en un patéerya que las condiciones de adquisicién no son
siempre las mismas y no siempre permiten la misalidad de los espectros, incluso para el

mismo paciente en diferentes estudios.

El objetivo es entonces agearse que va a ser adquirido, en el menor tiempo posible, un
buen espectro, de modo que pueda serzatalide acuerdo a un método de cuantificacion.
En este trabajo se demostré auseposible obtener informacidobre la calidad del espectro
gue va a ser adquirido (cancelando el agupprdir de datos obtenidos del espectro sin

cancelacién del agua.

En el proceso de definir Bis espectros son cuantificableso, aqui se plantea un método
sencillo pero laborioso para estimar valota}, Que aplicados a pardmetros mensurables de

un espectro de solo 16 adquisiciones (simcekar el agua) peitiria estimar si la
cuantificacion es posible dado un método de asakid método consistié en la cuantificar

las sumas parciales de las adquisiciones totales realizadas y observar la variacion de los

resultados en funcion del nimero de adquisiciones.

Cuando se utiliza con Quest (con una basdodell metabolitos mas importantes), las
variables de mayor relevancia para realizagdamacion son el ancho del espectro (Fw), el
ruido de la sefal (Noise) y &tura del pico de la Cr (May. Ni Pc, ni el tamafio de Voxel

fueron relevantes. Cuando se aplica este tnodelos espectros que no convergen, éste
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muestra que la falta dmlquisiciones es la causa de quesadogra la convergencia (Tabla
V.3). Esto demuestra que las suposicioheshas en las ecuacem V.6 y V.7 usando
principios basicos de procesamientos sefidaciona con Quest con estos 11 metabolitos.
Que Voxel no sea una variable importante(rest, podria deberse a que en los tumores
cerebrales la densidad de tejido (y por la témtsefal) puede estar disminuida por efecto del
la cirugia, el tratamiento o el tumor misma¢rosis, edema, etc), aayn si el tamafio del
voxel es “grande”, la sefial puede ser poca por no haber tejido dentro. Sin embaegasj Max
refleja mejor la cantidad de sefal medida.

AMARES no le asigna la misma importémca estos parametros. Eso sucede aunque
AMARES coincidié con Quest en el 81% tes espectros analizados (convergencia o no
convergencia) y en el 70% de ellos el num#goadquisiciones no difieren en mas de + 16

adquisiciones. AMARES da mas importancia a Fw, Voxel y Noise.

Esta diferencia probablemente podria teneorsgen en la diferencia entre ambos métodos
de analisis. Al ser AMARES una técnica englae se ajusta (en el espacio temporal) el
espectro con lorentzianas y gaussianas memea ciertas relaciones entre ellas y limitando
algunos de los parametros de estas curvafcédsentonces ajustamn espectro agregando
varias curvas de este tipo. Esto se reftgjeel hecho de que c&MARES se logro mayor
cantidad de convergencias y en 13 casosnoenos adquisiciones que con Quest, mientras
gue con Quest 8 espectros requirieron meamguisiciones. A diferencia de AMARES,
Quest tiene mas restricciones ya que los metabadistan representades todo el espectro,

no como la “suma” de componentes individuales.

Esto significa que el ajuste se hace magictisb con Quest, por lo que mas adquisiciones

son necesarias para la convergencia, pero tanski®@btiene mas precision. En el proceso de
ajuste con Quest, las proporciones entre los picos de un solo metabolito debe mantenerse en
todo el espectro, y eso impone upatriccibn mas severa qoen AMARES. Este es el caso

del “pool” Glux que seencuentra en las regiones [3-3pfim y [2-2,5] ppmja Cr con sus

dos picos y la gran superposicion entre Maly, Gluc y Tau. En estérabajo, la base
AMARES utilizada no impone ningpa relacion entre los picake Glux, ni entre los dos

picos de Cr y Mio. Solo se ajusta por curvas lorentzianas puras.

El caso de los Lip y MM requie un analisis especial, porgae el caso de AMARES, los
componentes de estos dos grupos en lamedg 1.9 ppm hasta 20pm (superposicion con
Naa y Glux) no se utilizé en la base. Aunquéiige un intento, no se logré la convergencia
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con AMARES utilizando los valores definidos de las areas y anchos de los picos dados por

ref (15) como “prior knowledge”.

Los resultados obtenidos con Quest permitierorblestar si el espectro es cuantificable o no
en funcidon del nimero de adquisines realizadas (Tabla V.&sto permite inferir que al
momento de realizar un espectro monovoeélresonador podria sugerir el nimero de
adquisiciones que garantizan la cuantificag@onvergencia) del espectro, lo que permitiria
optimizar la relacion calidad/tiempo del estudio. este trabajo, la mayoria de los espectros
analizados se cuantificaron en un rande 80-192 adquisiciones, el cual ofrece la
oportunidad de mejorar el tiggm de adquisicion en un estadde cuatro espectros en
alrededor 2 a 5 minutos (casi una secuencimdgenes mas) en algunos estudios. Con esta
estimacion también se aseguraria que muchdssdespectros sin cuantiar (el 20 % en el

caso de este trabajo) podriger cuantificados si sgregan mas adquisiciones.

Por el contrario, con AMARES, en los poaasos donde no hubo convergencia, solo en un
caso las ec. V.6 y V.7 mostraron que no legré la convergenai por la falta de
adquisiciones (Tabla V.4) lo que de algin maaigestra una contradién con el andlisis
tedrico. Quizds una mejor definicion des laelaciones entre los picos de un mismo

metabolito permitiria obtener mejores resultados con AMARES.

Como corolario de este capitulo es posiblarafr que en aquellos espectros en los que la
amplitud de los picos de agua no fue “estabietuantificacion del espectro no fue posible,

sin importar el nimero de adquisicionedlizgadas. En esos casos, aun con todos los
parametros aqui utilizados cealores satisfactorios, pero con la amplitud de los dos picos
de agua claramente diferentes, la conwezig@eno se logré por ningin método. Las razones
de este comportamiento podrian ser atribuirgeroblemas del propio resonador, como la
intensidad de los pulsos de radio frecuencidedtura de los datos o quizds el movimiento

del paciente. Por ultimo, si la cuantificacion no es el objetivo, se observé que el perfil de un
espectro se define dentro de un rango dé&adquisiciones, independientemente del resto

de los otros parametros.
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V.7 Conclusiones

De las dificultades inherentes al estudio de los tumoresraéelpor medio de la MRS que
son la adquisicion y el procesamiento, en estéuapse ha tratado de relacionar la calidad
de la adquisicion, los tiempos de adquisicion precesamiento del espectro. Con Quest, de
algunos de los parametros que se pueden ebtEtilmente a partir del espectro sin
cancelacién del agua, se observd que es posihéeionarlos para asegurar una buena
cuantificacion del espectro. Estas variables saneho del pico del ag (Fw), el ruido del
espectro (Noise) y la amplitud del pico alea sustancia “estandar” como la Cr (MaxXo
SNR). Aunque AMARES permite cuantificarsla@spectros con una serie de adquisiciones
parecidas a Quest, AMARES no permite asegqter esas variables se relacionen con el
namero de adquisiciones, ni predecir elmefio de adquisiciones necesarias para la
cuantificacion. Es por esta razon que Qupstece ser un método mas preciso para la
cuantificacion, ya que es mas peeible. Es posible que para ebér resultados similares con
AMARES se requiera una base mas complejalgugilizada aqui. Ademas, un espectro que
va a ser analizado “clinicamente” por un patrén de una curva que relaciona amplitudes

relativas de los distintos picos, reguia solo entre 72-96 adquisiciones.

Al poder Quest establecer el nUmero de adqois&s necesarias paoétener un espectro
cuantificable, permitiria entonces optimizartiempo de adquisicion y asi reducir el tiempo
total del estudio.
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Capitulo VI

Espectroscopia de alto campo paresonancia magnética aplicada a la
clasificacion de tumores gliale caracterizados genéticamente

VI.1 Introduccion

El analisis genético de ldagjidos tumorales es un método dasificacion con el que se
pretende realizar una mejor tipificacion detaacterizacion anatomo-patologica que se hace
usualmente de los tumores. En los Ultinad®s muchos trabajos han asociado a tumores
clasificados como similares por anatompatologica, “subtipos” diferentes por una
clasificacién genética. Un ejemplo tipicodseen el caso de los tumores de mafiiaEn los
tumores gliales de cerebro, existen “mdaras genéticos” gue se asocian con un
comportamiento distinto en lo que se refiarevolucion y respuesta al tratamiento (Capitulo
[I). El caso mas conocido es la buena respuaktratamiento y sobvida de los pacientes
con oligodendrogliomas con delecién 1p-198or otro lado, muchos trabajos mostraron la
capacidad de la RMN de alto campo para geraaificadores de mutas bioldgicas, tanto
con muestras liquiddgomo con muestras sélidas (HR-MAS)

El presente trabajo tuvaos objetivos centrales:

- evaluar si es posible, utilizando un equipo guecuenta con la facilidad de HR-MAS,
obtener espectros de RMN de buena calidatua®res gliales a partir de una preparacion

simple de la muestra.

- determinar si existe una relacion entre pelrfii metabdlico de esos espectros y la
caracterizacion genética de tggsipos de tumores gliales gtidendrogliomas, (O; grado II),
oligoastrocitomas (OA; gradol)ly glioblastomas (GB, grado )Y segun la clasificacion que
se realiza en el servicio de Anatomia Ragica y Anatomia Molecular de FLENI, sobre

tumores resecados en la institucion.
VI.2 Metodologia

VI1.2.1 Obtencién y preparacion de las muestras

61 muestras de tumores gliales (17 O, 15029 GB) se obtuvieron deacientes sometidos

a cirugia de cerebro en los gifanos de FLENI por la prescidn de tener un tumor cerebral

por estudios de MRI previos. En cada ca®o enviaron fragmentos del tumor de los
quiroéfanos al Dpto. de Anatomia Patologica, parte de esas muestras se utilizd en el analisis

anatomo-patolégico para la clasificacion en0®, o GB, y otra parte fue congelada a —80 °C
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en contenedores plasticos. Un dia antes deeldicion de los espectros de RMN, las muestras
sélidas congeladas se descdagmn y disgregaron con un hogeneizador de tejidos manual
en 0,7 ml de agua deuterada@)99,9% D, Aldrich). La suspsidn resultante seansfirio a

un tubo Eppendorf y se centrifugd a 2500xg dur&ntainutos para gcipitar los restos
sélidos que degradarian la homogeneidtd campo magnético en el resonador. El
sobrenadante se transfiri6 mediante unaopipeta a un tubo Eppendorf. El tiempo total del
proceso fue de 8-10 minutos. La solucion s&ivah congelar y se conservo a -80 °C hasta el
momento de medir los espectros de RMN. testos solidos se conservaron por separado a
80 °C.

VI.2.2 Adquisicién de los espectros

Los espectros de RMRH se adquirieron en un esperhetro Bruker Avance |l 5004 a
500 MHz) utilizando una sonda multinuclear BBI (Bruker Avance; Bruker GmBH,

Rheinestetten, Germany.as mediciones se realizaron mperatura ambiente (aprox. 25°C).

Los sobrenadantes provenientes de la disgrégals los tumores se mantuvieron congelados
hasta el momento de la medicion. Previo adguisicion, cada mueatse descongelo y la

solucién se transfiri6 a un tubo de RMN de 5 mm.

La homogeneizacion del campo magnético séia@ en forma automatica (Topshim) y sélo

en unos pocos casos fue necesario un ajuste manual adicional. Se realizaron dos
adquisiciones, un espectro unidimensional estafskecuencia zgpr) nocancelacion de la

sefal del agua por saturacion con una aratdinua de baja intensidad de 59 seguido
inmediatamente de un pulgte rotacion de 90° (4s) y un tiempo de espera de 6 s. Se
realizaron 80 adquisiciones, cada una de 32piftos complejos sobre un ancho espectral

de 12,1 ppm centrados en la resonancia gieh 4,7 ppm) y un espectro TOCSY (secuencia
mlevgph19) de 1024 (F2) x 128 (F1) puntos cofoplecon 4 adquisiciones por valor de F1
sobre un ancho espectral de 10,2 ppm, con un tiempo de relajacién de 2 s y tiempo de spin
lock de 60 ms. El tiempo total de medicion pawestra (incluyendo la homogeneizacion de

campo) fue de aproximadamente 35 minutos.
V1.2.3 Procesamiento de los espectros
VI.2.3.1 Programa Topspin 2.1 (Bruker)

Por su sencillez y reproducibiid se utilizé este programa compomer visualizador de los
espectros durante la adquisicion y para apodizaspectro con un filtro exponencial de 1Hz.

Luego se ajustaron manualmente la fase (de®orden) y la linea de base de los espectros.
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Estos espectros procesados fuagoardados y utilizados posteriomte en el analisis con el
programa ACD/NMR.

V1.2.3.2 Programa Quest

Los espectros fueron procesados con el prog@uest, que se encuentra dentro del modulo

de procesamiento y simulacion de espectros del programa jMRUI (www.mrui.uab.gs/mrui/
(Capitulo IV). Previo al mcesamiento, cada espectraqaidido que constaba de 32.768
puntos se redujo a 16.384 (para bajar el tiempo de procesamiento), se corrigié la fase
manualmente, se apodizé con un filtro Lorentzidead Hz y se canceld pico del agua por

el método de HLSVD (Hankel Lanczos Squares Singular Values Decompdsition)
Construccion de la base de espectros

La base de espectros individuabie la region alifatica (0-4fpm) fue construida a partir de
dos programas pertenecientes a jMRUI, un sidarae espectros que los genera a partir de
las interacciones cuénticas de los nicleos (NMR-SCOPE)N “Simulation” (Capitulo V).
Los espectros generados con “Simulation” se aobtaua a partir de los datos de los espectros
obtenidos de la Human Metabolome Database (HMBBJodos los picos de los lipidos

fueron creados con Simulation a partir de publicacidiés
El término “_x.x” de Lip_x.x hace referencia a la ubicacion del Lip en ppm.

Cada espectro fue procesado con la misma base y se utilizd la opcién “Sustraccion” en el
céalculo de la linea de base.d datos de la cuantificacionwalor de Cramer-Rao de cada

metabolito fueron exportados a una planilla de calculo Excel.

Aquellos espectros en los cuales la mayalgalas cuantificaciones tuvieron valores de
Cramer-Rao mayores de 20% fueron descartddbanalisis estadisb. Del mismo modo, si

mas del 30% de un metabolito de los distintgeesos tenian un coeficiente de Cramer-Rao
mayor de 20%, ese metabolito fue descartado ddises Con el resto se creo una planilla de
calculo en Excel con los valores de cuantificacion de cada uno de los metabolitos. A estas
planillas Excel se le agregd una columna con los valores que tipificaban genéticamente a cada

uno de los tumores (Anexo ).

VI.2.3.3 Programa ACD/NMR
Los espectros previamente procesados coprejrama Topspin fueron abiertos con el
programa ACD/NMR vy alineados tomando como refei@ el primer picalel lactato (sefial a
1,32 ppm). Luego se segmentdé manualmentepsot® en un conjunto de “bins” variables

respetando los picos mas importantes de loshulitias. Se fijaron las areas correspondientes
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a la zona del agua (4.65-5.10 ppm) y Hagiones entre 8.500.85 ppm y -1.30-0.65 ppm

donde no se segmento la sefial de modo degregar amplitud al proceso de normalizacion
posterior. Esta segmentacion se guardo y se aplicé a todos los espectros alineados. Luego se
calcularon las areas debajo de cada “binseynormalizé por el area total de todos los
metabolitos. El resultado final de cada borresponde a una fracci¢xl100) del area total
calculada de la seccion del espectro analizads. resultados se presentan en formas de
tablas que fueron exportadas e ingresadaanenplanilla de célda Excel, donde se les

agrego una columna con los valores queitipifan genéticamente cada tumor (Anexo ).

VI.2.4 Programa MetaboAnalyst

Los datos obtenidos de Quest y ACD/NMRerien analizados con el programa “on-line”
MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.¢a4 la aplicacién estadistica PLS-DA, previa
eliminacién de variables con valores bajbee@ de base ruidosa) y normalizacion de los
datos con “Quantile normalization within replicates after log transformafién”Previo al
analisis con PLS-DA, se realiz6 un analisis PSoAsre los datos para determinar las muestras
gue tenian un patron de espectro muy distidel promedio de las muestras. Aquellas
muestras que quedaron fuera del 90% dehiate de confianza por PCA fueron excluidas

del andlisis y se refid nuevamente el PCA.

VI.3 Resultados

VI.3.1 Cuantificacién con Quest
La Figura VI.1 muestra la base de espectrogatia en la clasificaéh Quest de un espectro
de alto campo con la lista de los resiidts, el espectro estimado y el residuo.

i i re——

Figura VI.1: Base de metabolitos normalizados usada en el procesamiento Quest y resultado
de la cuantificacion de un espectro de un tumor glial de alto campo.

Durante el proceso de cuantificacion se déceiparar los grupos de resonancias Lac y GHS
para mejorar la cuanitfacion. Asi, se utilizarod resonancias, Lac €l doblete a 1,33 ppmy
Lac_2 el cuarteto a 4,12 ppm y GSH_1 el midtpa 2,56 ppm y GSH_2 para el multiplete a
2,97 ppm.
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La base cont6 con los siguientes espectrogtaia (Ace), Alanina (Ala), Aspartato (Asp),
Colina (Cho), Creatina (Cr), Dest, Desc_2, Etanol (Et), Acideaminobutirico (GABA),
Glutamato (Glu), Glutamina (GIn), Ghtion_1 (GSH_1), Glattion_ 2 (GSH_2),
Glicerfosfocolina (GPCho), Glicina (Gly), Hipairina (H-Tau), Lactatol (Lac_1), Lactato2
(Lac_2), Lipido_0.9 1 (Lip_0.9 1), Ligp 0.9 2 (Lip_0.9_2), Lipido_1.2 (Lip_1.2),
Lipido_1.4 (Lip_1.4), Lipido_2.0ZLip_2.02), Lipido_3 (4p_3), Lipido_1.17 (Lip_1.17),
Mio-inositol (Mio), N-Acetil aspartato (Nga Fosfocolina (PCho), Scillo-inositol (S-Ino),
Taurina (Tau), Valina (Val). Desc_1 y Desc_2 hacen referencia a dos picos a los que no fue
posible asignarle un metaboliéonocido, pero que por la intédad y frecuencia con la que

aparecian en las muestras se decidi6 incluirlos en el analisis.

Del primer andlisis de los resultados Bmi@aron las sustancias Asp, Gluc, GSH_2 y S-Ino

por tener un error (Cramer-Rao) mayor del 288amas del 30% de las muestras tumorales.

Se eliminaron también 4 espectros de O, Bes0s OA y 3 espectros GB ya que mas del
30% de los metabolitos tenian errores mayores de 20 %. Para el andlisis del grupo O_OA
(puntoVI1.3.3) también se eliminaron Desc_2, H-Talip_1.2 por tener la mayoria de las
muestras errores mayores de 20%. Para ébmndel grupo OA_GB se eliminé solamente el

NAA por tener en casi todos los GB un error mayor al 20%.

VI.3.2 Cuantificacion con ACD/NMR
Por la segmentacion manual derdggidn alifatica se creardB85 bins de tamafios variables
(en ppm). A varios de los segmentos lesdneasignados los metdltos correspondientes
por su ubicacion (en ppm) enedpectro (Fig. V1.2 y VI.3).
Previo a la segmentacion se eliminaron 3 especte O, 3 espectros de OA 'y 2 espectros GB
por ser espectros 0 muy distintos en logainelitos que se midieron (contaminacién de la
muestra o baja SNR) o por ser espeatmspicos muy anchos (mala homogeneidad).
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Figura V1.2 Segmentacion de amplitud variable (manealun grupo de espectros de tumores glidista segmentaci@ermite cuantificar
los espectros segun “metabolitos”, ya que la amplitud de léstdss segmentos depende (en lo posible) de los distintos atitaty la

superposicion entre ellos.
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1-Lip 0.9 1.2- Lip_0.9,_2'3-‘AmpIiacic')n A-Desc_15- | Amplificacion de la regic')lrl'.‘ll'2—1.22 donde se observa
Lip 1.3,6-Lac ,7-Lip 1.4,8-Ala la superposicion de etanol (trip) y HO-butirato (doh)
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Figura VI.3: Detalle de la Figura VI.2 con los distintos picos y sus correspondientes segmentos para la
cuantificacion de los metabolitosilizados en este trabajo.
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VI.3.3 Grupos tumorales de analisis
Para el andlisis de los datos se construydosnbases con los grupos de tumores de grado de
malignidad contigua, respetandi dificultad que suele tenda anatomia-patologia en la

caracterizacion de los tumores gliales:

- Base 1: Oligodendrogliomas (O, grado Il) - Oligoastrocitomas (OA, grado llI),
denominadarupo O-OA

- Base 2: Oligoastrocitomas (OA; gradd) - Glioblastomas (GB; grado V),
denominad@rupo OA-GB

En cada uno de esos grupos se analizaron tdistirariables genéticas que son relevantes a
cada grupo. En el grupo O-OA, 1p-19q por spontancia en la respuesta del tratamiento,
10q por la mala evolucién de tumores e IDH1 pbmejor prondstico de sobrevida. En el
grupo OA-GB las mutaciones de los gend&KBI2A, EGFR y la delecion MGMT por la
relevancia de estos marcadores en caractezstas tumores por agieidad y respuesta al

tratamiento.

A continuacién, para mayor claridad, se presentan las tablas VI.1 a V1.8 con los metabolitos

mas relevantes (coeficientes VIP) resultanieda clasificacion PLS-DA para los programas

Quest y ACD/NMR vy los diagramas de caja de estos primeros metabolitos. Los resultados

completos con los graficos PCA y PLS-DA 23D, donde se puede observar la separacion
de los grupos por la clasificacion y la caligetdadistica de clasificion PLS-DA (valores R

y Q% se presentan en el Anexo II.
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Tabla VI.1. Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo O_OA

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Glicina (Gly) 2,8206 1 Mio-Inositol (Mio ) 1,6444
2 Glutamato+Glutamina (Glux) 2,3835 2 Glicina (Gly) 1,6122
3 [3.2793 .. 3.2828] 2,2088 3 Alanina(Ala)) 1,5456
4 [3.2391 .. 3.2486] 2,1549 4 Fosfocolina (PCho) 1,517
5 Fosfocolina (PCho) 2,0991 5 Glutamina(Gln) 1,316
6 Mio-Inositol (Mio) 1,9283 6 Glicerocoling GPCho) 1,0546
7 [4.6402 .. 4.6495] 1,8943 7 DesconocidgDesc_1) 0,99857
8 Creatina (Cr) 1,8182 8 Creatina (Cr) 0,87567
9 [3.6875 .. 3.6995] 1,8018 9 Valina(Val) 0,84493
10 [4.6261 .. 4.6402] 1,7467 10 Colina(Cho) 0,8369
11 Creatina (Cr) 1,742 11 GlutamatdGlu) 0,79068
12 [3.2828 .. 3.2993] 1,735 12 Etanol 0,7687
13 zonalau Mio 1,7251 13 Lipido1.17 0,6816
Glicina (Gly) Glu +GlIn (Glux) Mio-Inositb(Mio) Fosfocolina (PCho) Creatina (Cr)
- I 2 o] B T = | . — >
(P e EMS N T HE
3 il 5 ‘ - . — - 2
+ Il g 21 | - o =2 <
2 " ; 2 -] pu)
2 i | . — H : g
Mio-Inositol (Mio) Glicina (Gly) Fafocolina (Pcho) Glutamina (GIn) | Glicreofofocolina (GPChp
3 2t o )
2 . —

ACD/NMR (1=0, 2=0A)

Ques(O:O, 1=0A)

Tabla VI.2. Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
rupo O_OA 1p 19q

PLS-DA para el

ACD/NMR Quest

Metabolito Coef VIP

1 Glicina(Gly) 1.7498

2 GlutamatdGlu) 1.654

3 Desconocidg¢Desc_1) 1.3336

4 FosfocolingPCho) 1.2845

5 GABA 1.2733

P 6 Alanina(Ala)) 1.2599

Mala eStadIStlca 7 Acetato(Ace) 1.0483

8 Colina(Cho) 0.98616

9 Lipido1.17 0.96416

10 CreatingCr) 0.94652

11 Valina(Val) 0.90461

12 Lipido2.02 0.82168

13 GlutamingGIn) 0.82053

Glicina (Gly) Glutamato (Glu) Fosfocolina (PCho) Alanina (Ala) Acetato (Ace)

o 0
- . == : - - 4 - §
n | m | = |m P

Quesf0=nodelecion,1=delecion)
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Tabla VI.3: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion

PLS-DA para el

rupo O OA IDH1

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Mio-Inositol (Mio) 2,692 1 Mio-Inositol (Mio ) 2,0826
2 Mio-Inositol (Mio) 2,5699 2 Alanina(Ala)) 1,5783
3 [3.6692 .. 3.6835] 2,3023 3 Fosfocolina (PCh9Q 1,5756
4 ler pico Etanol 2,275 4 Glicina (Gly) 1,4346
5 2do pico etanol 2,2658 5 Desconocido 1,089
6 Mio-Inositol (Mio) 2,2511 6 Glutamato (Glu) 1,0827
7 3rer pico etanol 2,2268 7 Glicerocoling GPCho) 1,0481
8 Fosfocolina (PChg 2,1803 8 Lactatol 1,032
9 [3.6835 .. 3.6875] 2,1589 9 Lactato2 0,91728
10 Glicina (Gly) 2,0332 10 GlutamingGln) 0,76665
11 pico principal Etanol 1,9665 11 Valina(Val) 0,663
12 Glutamto (Glu) 1,933 12 Lipido2.02 0,62695
13 [3.3881 .. 33974] 1,8416 13 Etanol 0,61664
Mio-Inositol (Mio) Mio-Inositol (Mio) Fosfocolina (PCho) Glicina (Gly) Glutamato (Glu)
-~ N == : . =
== . G— - Z
3 Py}
Mio-Inositol (Mio) Alanina (Ala) Fosfocolina (PCho) |  Glicina (Gly) Glutamato (Glu) Gl(lgggfﬁ(f)c))colma
] . - - : o)
q — R | = | i . %

ACD/NMR (1=sin mutacién, 2=mutado)

Ques(0=sinmutacion,1=mutado)

Tabla VI.4: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo O_OA 10qg

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Fosfocolina (PCh¢ 3,0428 1 Mio-Inositol (Mio) 1,8623
2 [3.6538 .. 3.6690] 2,5636 2 Fosfocolina (PChg 1,5307
3 Desconocidd 2,4372 3 Alanina(Ala)) 1,4063
4 Glicina (Gly) 2,374 4 Colina(Cho) 1,341
5 pico 3r0 etanol 2,2505 5 Glicina (Gly) 1,2647
6 [3.6692 .. 3.6835] 2,1931 6 Taurina(Tau) 1,2173
7 [3.6438 .. 3.6538]-- 2,1769 7 Desconocido 1,2171
8 Glux 2,0865 8 GlutaminaGIn) 1,0831
9 pico principal etanol 2,0736 9 Valina(Val) 1,0714
10 etanol 2,0379 10 GlicerocolingG-cho) 0,89453
11 [3.2828 .. 3.2993] 2,0349 11 CreatingCr) 0,84102
12 pico 2d0 etanol 2,0108 12 GABA 0,76983
13 Glutamato+GlutamingGlux) 1,9151 13 Lactato2 0,71699
Fosfocolina (PCho) Glicina (Gly) Glux Etanol
: 0
| — — &
Mio-Inositol (Mio) Fosfocolina (PCho) Alnina (Ala) Colina (Cho) Glicina (Gly)
2 ] [ I | :
;N y | | - !
| . . ! | - .- |2
I - "1 &L
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Tabla VI.5: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo OA GB

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Hipotaurina (H-Tau) 4,6225 1 Hipotaurina (H-Tau) 2,9415
2 Hipotaurina (H-Tau) 3,3142 2 Lipido_1,2 2,9178
3 Desconocidd 2,6018 3 Desconocido2 (Desc) 2 1,0253
4 [3.6875 .. 3.6995] 2,3049 4 Acetato(Ace) 1,0125
5 Glicina (Gly) 2,1878 5 Mio-Inositol (Mio ) 0,88059
6 Glicerocoling GPCho) 2,1088 6 Alanina(Ala) 0,85064
7 [3.2793 .. 3.2828] 2,0654 7 Glutamina(Gln) 0,82708
8 [3.6835 .. 3.6875] 2,0026 8 Lipido_2,02 0,74425
9 Lipidos 1.2 2 9 Glicina (Gly) 0,68788
10 Mio-Inositol (Mio ) 1,9636 10 Lipido_0,9 2 0,56252
11 Lipido0.9_1 1,9489 11 Lipido_1,17 0,54926
12 ultimo pico Mio-Inositol (Mio) 1,8691 12 CreatingCr) 0,53478
13 Mio-Inositol (Mio) 1,8527 13 Glutation_1 (GSH) 0,53094
Hipotaurina (H-Tau) Glicina (Gly) Glicecolina (GPCho) Lip_1.2 Mio-Inositol (Mio)
— - . >
z : O
3 ' 9 9
| — 4 | - -3
Hipotaurina (H-Tau) Lip_1.2 Dxeonocido:2 AcetatfAce) Mio-nositol (Mio) Glicina (Gly)
| i :
| — ﬁ_'i = -. ' - | - %
£l =4 3 ] wn
- ~—

o

ACD/NMR (0=0A, 1=GB)

Quesf0=0A, 1=GB)

Tabla VI.6: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo OA_GB_CDK2N

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Hipotaurina (H-Tau) 4,7099 1 Hipotaurina (H-Tau) 3,3974
2 [3.3881 .. 3.3974] 2,6837 2 Lipido_1,2 1,4112
3 Fosfocolina (PCh9 2,3297 3 GlutaminaGIn) 1,2012
4 Lactato 1 2,1867 4 Acetato(Ace) 1,0541
5 Desconocidd 2,1248 5 Lipido_0,9 1 0,97794
6 CreatingCr) 2,1239 6 Fosfocolina (PCh9 0,92185
7 Mio-Inositol (Mio) 1,923 7 GlutamatqGlu) 0,89093
8 [3.3798 .. 3.3881] 1,8024 8 Lipido_1,17 0,8773
9 Taurina (Tau) 1,7767 9 Taurina (Tau) 0,82032
10 Mio-Inositol(Mio) 1,7644 10 Alanina(Ala) 0,71046
11 [3.4454 .. 3.4628] 1,736 11 Lactatol 0,67358
12 Hipotaurina (H-Tau) 1,5905 12 Lactato2 0,6328
13 Glutamato+Glutain @Glux) 1,5386 13 CreatingdCr) 0,58499
H-Taurina (H-Tau) Fosfocolina (PCho) Creatina (Cr) Mio-Inositol (Mio Taurina (Taul >
:-. ] - - 3
= 1 E #H 2
. oml | gy ™ |c
| == 2 | — Y
H-Taurina (H-Tau) Lip_1.2 Glutamina (GIn) Lipido_0,9_1| Fosfocolina(PCho) Taurina (Tau)
== fm—— 3
| = . | | m e
= |- : -
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Tabla VI.7: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo OA GB MGMT

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Fosfocolina (PCho) 3,3498 1 Hipotaurina (H-Tau) 2.9905
2 Glicina (Gly) 3,3478 2 Lipido_1.2 1.9418
3 [1.2243 .. 1.2804] 2,7429 3 Glutamina(GIn) 1.396
4 Hipotaurina (H-Tau) 2,6378 4 Glutation (GHS) 1.0726
5 Hipotaurina (H-Tau) 2,1541 5 Alanina(Ala) 0.94559
6 [3.3881 .. 3.3974] 1,9536 6 Lipidos_1.17 0.91882
7 Desconocido 2 1,9403 7 Fosfocolina (PCho) 0.83782
8 [3.2082 .. 3.2121] 1,9338 8 GlutamatdGlu) 0.82165
9 Glicerocolinag GPCho) 1,7833 9 Mio-Inositol (Mio) 0.8204
10 ler pico Etanol 1,76 10 TaurinaTau) 0.77117
11 [1.4524 .. 1.4991] 1,6441 11 Glicina (Gly) 0.76212
12 [3.6538 .. 3.6690] 1,6289 12 Acetatg(Ace) 0.74255
13 Colina(Cho) 1,6223 13 Lactat@ 0.7089
Fosfocolina (PCho) Glicina (Gly) Hipo-Taurina (H-Tau) Desconocido 2 [Glicerofosfocolina (GPCho)), >
R O
= il (I | | E:
- il | BBl | B 3
H-Taurina (H-Tau) Lip_1.2 Glutamina (GIn) Glutation (GSH) Alanina (AI#i) Lipidos_1.17
- . - - . | . O
g : . | @
- . 2

ACD/NMR (1= no metilado, 2=metilado)

Ques(0=nometilado,1=metilado)

Tabla V1.8: Metabolitos relevantes (coefidies VIP) resultantes de la clasificacion
PLS-DA para el grupo OA_GB _EGFR

ACD/NMR Quest
Metabolito Coef VIP Metabolito Coef VIP
1 Hipotaurina (H-Tau) 4,2507 1 Hipotaurina (H-Tau) 3.6685
2 Hipotaurina (H-Tau) 3,0588 2 Lipido_1.2 1.7993
3 Fosfocolina (PCho) 2,6191 3 Glutamina (GIn) 1.3857
4 Glutamina (GIn)? 2,5872 4 Dsconocido2 0.95181
5 [3.6692 .. 3.6835] 2,484 5 Alanina(Ala) 0.91495
6 Glutamato+Glutamina (Glux) 2,3473 6 Glutamato (Glu) 0.75026
7 Mio-Inositol (Mio) 2,1916 7 Lipidos_1.17 0.74828
8 Desconocidd 2,0412 8 Desconocido 0.68706
9 [3.6538 .. 3.6690] 2,0074 9 Lipido_2.02 0.63749
10 Glicina (Gly) 2,0057 10 Fosfocolina (PChg 0.58001
11 CreatingCr) 1,9946 11 Glutation (GSH) 0.56064
12 [3.6835 .. 3.6875] 1,9944 12 Glicina (Gly) 0.52846
13 [3.6438 .. 3.6538] 1,9922 13 Lactatol 0.48928
Hipo-Taurina (H-Tau) Fosfocolina (PCho) Glutamina (GIn) Glux Mio-inositol (Mio) >
! ] | : S
“ ' : i =
| e [ == [ ] = | . e ;ZU
H-Taurina (H-Tau) Lip_1.2 Glutamina (GIn) Beonocico 2 Alanina (Ala) | Glutamato (Glu)
o — | - | — H gy ™= |Q
-] I -1 = i - | =
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V1.4 Analisis de los resultados

El andlisis de los datos gse presenta a contiacion analiza los grupos O-OA y OA-GB, de
modo de comparar grupos de tumores contigespecto a su agresividad. Las tablas que
muestran los perfiles genéticos de los distintos tumores analizados en este trabajo (Anexo )
permiten identificar dos grupos bien difereas, los O (grado II) y los GB (grado V), ya

gue los valores de IDH1, 10g y EGFR son “0,kfh"todos los GB y “1,0,0” en los O. Los

OA (grado IIl) son un grupo de trangio, donde no existe, a excepcion del 10qg, un
parametro genético que claramente difereacies OA de los O o a los OA de los GB. Por
esta razon y, para simplificar el analisiélo se realizaron las comparaciones entre O-OA y

OA-GB de aquellos parametros gengsicelevantes ecada grupo:
- 1p-19q, 10q y IDH1 en O-OAy
- 10q, CDKN2A EGFR MGMT en OA-GB.
Grupo O-OA

Los pesos VIP de la clasificacion hecha aipde la cuantificacion de los metabolitos por
Quest fueron siempre menores que el célculardas por “bins” realizado con el programa
ADC/NMR. Sin embargo, la estadftsti dada por los valores de’ R/ @ es
considerablemente mejor con Quest qoe ADC/NMR. Con estos ultimos, en muchos
casos, la certeza estadistica es muy bajay peve como herramienta para verificar y
confrontar los resultados con Quest, dond#&osgaespectros y metabolitos (Asp, GSH, Gluc,
H-Tau) fueron eliminados del analisis por tener valores de Cramer-Rao con un error

excesivo.

Dentro del grupo O-OA puede identificarse peitron dado por los metabolitos Gly, Glux
(Glu+GlIn), PCho, Mio, y Cr que permite ubaena diferenciaciéentre los O y los OA

(Tabla VI.1). Esos metabolitos surgen como las sustancias mas relevantes. Esto se observa
con los dos métodos de cuantificacidbn usa@dasque con distinto valor estadistico. Del
diagrama de cajas, que se repite también para los dos métodos de procesamiento, surge que la
concentracion de Gly, PCho y Glux en los OAmes/or que en los O, y que el Mio y la Cr

son mayores en O. Solo con Quest aparedeh8R.omo un metabolito relevante con mayor

concentracion en O que en OA.

Respecto a la alteracion delhgH1, nuevamente los dos madbs muestran un buen patron
de separacion dado principalmente por eb fliabla VI.3). Nuevamente la PCho, Gly y Glu

complementan la clasificacion, pero con otpesos estadisticos comparados con la
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clasificacion O-OA. El diagrama de cajasuestra que la concentracion de Mio es
marcadamente mayor en los tumores cordétecion IDH1 y que en el resto de los
metabolitos que hacen a la clasificacion la relacion es inversa. En particular, la Gly es mayor
en los tumores sin delecion, con solapamiento casi nulo de valores entre los tumores con y sin

delecién en el andlisis con Quest.

La comparacion de 1p-19q en este grupo mastr&¢omportamiento disimil entre Quest y
ACD/NMR (Tabla VI.2). El analisis de ACDIMR no permitié ver una separacion entre los
dos grupos, sin embargo la cuantificacibn de los espectros con Quest dio una buena
clasificacion, con los mismos metabolit@Sly, PCho, Glu) en mayor concentracion en

aguellos tumores con la delecibp, la 19q o ambas deleciones.

Ambos métodos de andlisis permiten unaifita€ion de la delecion 10q, sin embargo el
patron de metabolitos no resultod tan clarmmoacon la clasificacion O-OA y O-OA_IDH1
(Tabla VI.4). Las sustancias que separan dstecion genética son las mismas que en la
clasificacion O-OA ya que la diferenciatenlos grupos O-OA y 10q proviene solo de dos
muestras, como se puede ver en el Anexdukevamente la PCho y la Gly son metabolitos
relevantes evidenciados por ambos métodaninyo ocurrié en el caso de O-OA la certeza

estadistica es mejor con Quest aunque el estsalistico de los metabolitos es moderado.
Grupo OA-GB

En el caso de los tumores del grupo OA;G& patrones de metabolitos que permitirian
clasificar la deleciobn o no dis genes estudiados resulmds compleja. En primera
instancia, todos los grupos OA-GB muestaala H-Tau como un metabolito importante en
las clasificaciones. Ademas, en todas las clasificaciones con Questlasde OA-GB, se

repite la secuencia H-Tau, Lip 1.2, Glomo los metabolitos méas relevantes.

Para el caso OA-GB (Tabla VI.5), los diagramasai@ de estas sustancias muestran que la
H-Tau es un marcador con mayor concaeitn en los GB. Del mismo modo, Lip_1.2
también tiene mayor concentracién en GBnogouede verse en los espectros clifftts
donde es reconocido como un marcador de niscitGen ambos métodos de analisis, el Mio
también aparece con mayor concentiacen OA que en GB, siendo nuevamente un
marcador de menor agresividad. En paricuton Quest ningun pico del grupo de las
“Cho’s” permite diferenciar OA de GB, pero @njunto de los Lips en general es mas
abundante en los GB que en los OA. Tambiéintesesante resaltar yoico cercano al grupo

de Cho que no se pudo asignar a ninguna suatédbeisc_2). Este pico no se descart6 del
analisis porque, comparando con espectrosud®res cerebrales dauestras de FLENI

120



Capitulo VI

adquiridos con HR-MAS en la Universidad de Valeffsisse observé este pico con

regularidad en varias de las muestras.

La delecion CDK2N (Tabla VI.6) presenta wambio interesante, los tumores con esta
delecion son los que tienen menor concendracie H-Tau. La PCho resultd un marcador
relevante con valores de @amtracion mayor en los tumores con delecion CDK2N, ya que
aparece como una sustanciéngipal con ambos métodos @malisis. Resulta interesante
también la presencia de la Tau con magoncentracion en los tumores con delecion,
observada con ambos métodos de analisis.estadisticas en estdasificacion son muy
buenas con los dos métodos, evidenciado en los buenos valoreg @& Rnexo II).

En el caso de MGMT (Tabla VI.7), latadistica del analisis ADC/NMR no es buena,
nuevamente la H-Tau, PCho y Gly son lomrcadores mas importantes, con mayor
concentracion de todos en los tumores sin metilar. También, todos los picos del grupo de Cho
estan presentes con esta técnica de andwismayor concentracion en los tumores que no
tienen la metilacion. Por otra parte, en el analisis con Quest, la estadistica es muy buena, con
la presencia relevante (después del grtpdau, Lip 1.2, GIn) de GHS, un conocido

antioxidante, con menor concentracion en los tumores que estan metilados.

En el caso de EGFR, el dis&s con ADC/NMR resulta emna estadistica pobre en la
clasificacion. En el caso de Quest, ademas de los 3 primeros metabolitos (H-Tau, Lip 1.2,
GIn) se destaca la presencial@sustancia Desc_2, Ala yd.1L.7 con buena separacién entre

concentraciones como se ve de los diagramas de blogues.

V1.5 Discusion

De los gréficos y los metabolitgsie clasifican los dos grandgipos de tumores, es posible
inferir un grupo de metabolitos que diferen@agatrones tumorales. Asi se seguiria un
patron en el cual, al malignizarse un tunt@concentracion de Hlau, Gly, PCho Glu, GIn'y
distintos tipos de Lips aumenta y la deoMiisminuye. Este es un patron que coincide
parcialmente con trabajos similares recientes de HR-WIA®n el Mio, PCho, GPCho) y
fuertemente con muestras liofilizadagGly, Mio, Glu-Gln). Tamién se observé una mayor
concentracion de GPCho en los tumores de beado comparado con los de alto grado
(Tablas VI.1y VI1.3) y un aumento de PCho es die alto grado respecdos de bajo grado,
comportamiento ya obsexdo por otros autor&é’. En particular es intesante el rol de la
Gly en la clasificacion de los tumores glialgge esta analizado ergahos trabajos recientes

<25-26

del gran nimero de trabajos de espectroscopia en tuifioré Una aparente
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contradiccion surgiria del andlisis del grupeOA con Quest que muestra que la Gly y la
PCho son mayores en los tumores con d@&hede 1p-19q, que son los que mejor sobrevida
tienen. Sin embargo debe tenerse en cuentalgujue define la delecion 1p-19q es la

respuesta al tratamiento, no siendo unca@or de agresividad por si mismo.

Un marcador genético muy importante en tumgtiedes es el IDH1, ya que se cree que es el
primer cambio genético en manifestarse entlonores O-OA y su del®n es un marcador
basico de benignidad. Con IDH1, los met#bsl Mio, PCho y Gly fueron los marcadores
importantes en la clasificacion. La presencidviile en los espectros clinicos es considerado

g82930  Otros dos

como un marcador de menor ajwidad en los tumores gliafé
metabolitos que aumentan con la no delecior@dll es el conjunto d&lu-Gln. En el caso
de 10q nuevamente la PCho y Gly son los maresd@evantes con y@ar concentracion en

los tumores que tienen la deilén, con aportes de Glu-GIn.

En el caso de la diferenciacion del grupé-GB, la concentracion de H-Tau marca la
principal diferencia entre GB y OA. Con los doetodos de analisis el Mio (nuevamente)
aparece como un marcador importante, damai@ mayor concentracion implicaria menor
agresividad. Con los dos métodos también lesirdos tipos de “Lip sempiezan a aparecer
como marcadores relevantes, aun cuandoestas muestras no se tiene medida la
concentracion real, por el procedimiento datgiigado que se les realizd para tener una
buena homogeneidad de campo. En general, geparacion de las muess se busco quitar

los restos sélidos pdos problemas que generan en la homogeneidad del campo magnético.
Sin embargo, la contribucion de los Lip's erclasificacion concuerda con lo observado en
los espectros de los tumores “in vivo” donde emplo las sefiales de lipidos a 0,9 ppm y
1,3 ppm, que coinciden con los Lip 1.2 y Lip 0.9 de este trabajo, constituyen un
diferenciador de O-OA y GB por MRS clinita

En el caso de CDK2N, ambas técnicas dan eodt con buena estadistica, pero sin mostrar
un patron claro de metabolitos al comparaeQuwy ACD/NMR, excepto por la H-Tau que
aparece con mayor concentracion en los tumgiredelecion, un comportamiento distinto al
observado con las otras alteracimgenéticas. También es intemgsala presencia de la Tau,
gue aparece con los dos métodos de andlisigugaes una sustancia que podria ser medida
en un espectro clinico si se tiene unanauéomogeneidad. Independientemente de la
relacion entre CDK2N y la Tau, esta sustaffiegeasociada como un marcador de apoptosis

en tumores cerebrales “in vitr&s”
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En el caso de MGMT y EGFR la estadistica del analisis con ADC/NMR es pobre, pero
nuevamente se destaca la presenle H-Tau. El analisisoo Quest de MGMT muestra la
presencia de GSH en los no metilados, si€@8& un antioxidante caracterizado en otros
estudiog® como un marcador relevante por la maspuesta al tratamiento. La presencia de
GHS se asocia a que las células tumorales easisejor la radio y quimioterapia. En el caso

de EGFR, la presencia de Desc_2 es importaotgue es un pico que se manifiesta en los

GB y OA, y casi no se detecta en los O.

Un andlisis global de los datos muestra unacata diferencia entre la fuerza estadistica en
la clasificacién de Quest y ADC/NMR y el valde importancia que cada sustancia tiene en
la clasificacion. Donde egeneral los valores de’R @ son muy buenos con Quest, los

valores de VIP del PLS-DA son pobres, miaatque con ADC/NMR se da la inversa.

Se tienen tres grandes diferescgtre los dos métodos de anglik primera es la dificultad

que tiene el ADC/NMR de resaltkas diferencias por la contribido de los distintos picos de

Lip's y MM's cuando con Quest algunos aparecen en las clasificaciones de OA-GB, aunque
en posiciones no muy relevantes por la memgacion de las muestras. Ademas, con
ADC/NMR aparecen “bins”, egeneral de tamafio muy redim, que no tienen asignado

ningun metabolito.

Las otras dos diferencias importantes entre leasnmdétodos se dan en la linea de base y el
solapamiento de las sefiales de dos o mas sustancias, que dificulta la cuantificacion. En el
caso de Quest, el primer problessda relativamente bien resugfeque se tiene en cuenta y
se modela al hacer la cuantificacion. Ese najdedepende muchas veces de la relacién
sefal/ruido del espectro (Capitulg). En el caso de solapamiento de sefiales, Quest también
permite, si la SNR del espectro es buenantificar cada metabolito por separado con
precision razonable. En el caso de ADC/NNHR cuantificacion de los picos con baja
concentracion puede ser muy afectada por la iedaase o por la sup®sicion de sefales.

En ese sentido Quest es un mejor programa glasadlisis de espectros de alto campo, ya
gue permite una mejor modelizéoide la linea dbase (background) y una mejor estimacion
de metabolitos donde existe solapamied® las sefiales. Con ADC/NMR, estos dos
problemas afectan notablemente los resultdéda cuantificacion. En ese sentido, que pocas
sefales de MM o Lips se identifiquen con @BMDIMR y que sefiales de baja intensidad y/o
superpuestas a una linea de base alejada delsea dificiles de cuantificar no hace a este

programa la mejor opcion para las sustancidsajie concentracion. Esproblema podria ser
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resuelto con la adquisicion de espectros 2BidiEndo los picos de estaustancias fuera de

la diagonat®.

Por el contrario, ADC/NMR tiene la ventaja ldesimpleza del analisis y que el calculo no

depende de una base de egss individuales, donde maloajustes de las condiciones

iniciales con Quest lleva a calculos en ¢amcentraciones con mucho error (Cramer-Rao).
Entre los problemas a tener en cuenta estaodosmientos de la posicion asignada en la
base de espectros a las sustancias por cambios’dle pija relacion SNR que hacen que el
error en la estimacion de las concentraciongg@eague al resto de los metabolitos. En este
caso, esas sustancias deben quitarse de laybagetir el calculo, lo que en cierto aspecto

hace a Quest un poco arbitrario y dependiente del operador.

Aun con estas limitaciones, el andlisis realizado con estos tumores, permitié encontrar varios
pardmetros interesantes que se pueden trastadas espectros clinicos, en especial, la
presencia de Gly. Si bien en un espectro ttecampo los varios picos del Mio no se solapan

con el unico pico de la Gly, en un espectro clinico con un TE= 30 ms, el pico principal del
Mio y el de la Gly resuenan a la “misma” frecuencia (3,56 ppm) y no es posible
diferenciarlos visualmente o am analisis cuantitativo. Siembargo, es posible inferir la
contribucion de cada metabolitorcla adquisicion de dos espest con distintos valores de

TE en la misma ubicacion.

Mio 30
Mioc 136
Gly 30

Gly 136 TPS

Fj T30
Freauency (oo}

Figura VI.4: Espectros clinicos de Gly y Mio normalizados por altura de TPS a 30 y 136
ms. Puede verse la diferencia de las @sirsegun el TE donde el Mio decae y cambia de
forma mientras que la Gly peamece practicamente invariante.

Dado que el Tdel Mio es corto comparado con la Glgonsiderando la forma particular de

los espectros de estas dos sustancias, esspectro con TE=136 ms es posible inferir la
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presencia de Gly por la forma de la curvagy® el Mio decae mucho mas que la Gly (Fig.

V1.4), como se ve en la figura donde losqs estan normalizados respecto al TPS.

Este comportamiento permite hacer una comparacion retrospectiva de algunos espectros
clinicos en tumores que se adquirieron condos tiempos de eco para ver si es posible

inferir o no la presencia de Gly en el espegtel grado de agresividad de los mismos.

Los siguientes casos son ejemplos de la difeaede los espectros y faesencia de Mio y/o

Gly y la evolucién de los pacientes.

1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT IDH1
OA anaplasico | no del | no del | ambas del normal normal | normal | No metilado wit

...............................................

) 2007 Gly

Figura VI.5 Unico estudio de un tumor cerebral pre-cirugia a) espectros TE de 30 ms y 136 ms donde
claramente se observa mucha caida Naa, Cho muy eletadalya Gly se ve claramente en el espectro con TE

de 136 ms, al disminuir el Mio por el aumento del tiempo de eco b) imagenes FLAE®Y &d del tumor

1p | 19q 10q CDKN2A| EGFR p53 MGMT IDH1
OA anaplasico | del | no del | ambas del del 165 x amp. | normal | No metilado wit

= b) 2007/Mio

®id) 2008/Gly

Figura VI.6: OA anaplasico donde en a) el, estudio 2007 muestra en los espectros de 30 ms y 136 ms mucha
caida Naa, Cho elevada, Lac y mu@lox (Glu-GIn) y b) las imagenes, V T; con Gd muestran una imagen
localizada sin refuerzo, c) el estudio de 2008 muesttm erspectro de 30 ms mas Cho, Glux elevado, ausencia

de Naa y un claro pico de Gly; otro espectro den30en otra localizacion muestra picos de Lip (necrosis) y
ausencia de Mio/Gly, d) las imagenes muestran en el FLAGReelmiento del tumor y lpresencia de refuerzo

en la imagen Tcon Gd.
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1p 19q 10q CDKN2A EGFR p53 MGMT | IDH1
Gly | OA anaplésico | no del | no del | ambas del LOH 164 x amp. | normal | Metilado | wt

=d) 11/2007 Gly

2008 Necrosis

Figura VI.7: OA anaplasico en donde los estudios del 2007 a) y ¢) muestran mucha caida de Naa, Cho muy
elevada, Lac y mucho Glux. Tienen mmoderado pico de Mio/Gly visible mas claramente en el primer espectro

de 30 ms del 11/2007. Las imagenes de 2007 b) y d) muestran la progresion del tumor por el aumento del
volumen y el refuerzo en lag Ton Gd. El estudio 2008 e) post-cirugiaestra en un espeatios dos picos de

Lip (necrosis) y ausencia de Mio/Gly y moderada disminucion de Naa con aumento del volumen de lesion y

refuerzo en la Tcon Gd.

1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT | IDH1

Gly | OA anaplésico | parcial | no del | ambas del LOH 29 x amp. | Normal | No metilado | wt

ied) 2009 Gly

Figura VI1.8: OA anaplasico donde el estudio del 2007 agstna mucha caida Naa, Cho y Glux elevado, Lac,
presencia de Lip y Gly claramente visible en el TEL86 ms. Las imagenes del 2007 b) muestran el perfil
agresivo del tumor por la imagen @on Gd. El estudio de 2009 muestra un comportamiento extrafio en las
imagenes, d) el tumor cruzd el hemisferio derechwegié principalmente migrando por las fibras axonales
hasta el tronco con un leve refuepmr el Gd, con un espectro en el hefi@iio derecho c) donde se observa un
disminuido pico de Gly , moderado aumento de Cho y muy poco Naa.
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1p 19q 10q CDKN2A EGFR | p53 MGMT | IDH1
parcial no del ambas del LOH NA NA Metilado NA

i c) 02/2011

Figura VI.9: OA que mejoré por imagen. En el estudio dsl@el espectro a) muestra caida del Naa, Cho casi
normal y picos de MM elevados, con minimo pico de Lac, y un elevado pico de Mio (sin pico de Gly) como se
puede ver por su disminucion en el espectro de 136 ms . En las imagenes b) se observa un leve refuerzo en el
cuerpo calloso. El estudio del 2011 ¢) muestra (sieatgp que el volumen del tumor disminuyé y el refuerzo

por contraste desaparecio.

1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 memT | IPH1
GB | parcial | parcial | Del (DMBT-1) del 3xamp | normal | Metilado wit

04/2011 Gly

Sin espectro =C) 08/2011

Figura VI.10: Dos estudios de uBB pre-cirugia, a) con un espectro (inferior) del 04/2011 con un claro patrén

de necrosis por la elevada presencia de Lip y Cho y dos espectros de 30 ms y 136 ms (superior) donde se
observa Cho elevada, Lac, clara disatién del Naa y el marcado pico @¢y. Las imageneb) muestran un

patrén de GB- En el estudio del 08/2011 c) (sin espectro) se observa el marcado aumento de la lesion
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1p 199 | 10q | CDKN2A EGFR p53 MGMT IDH1
OA difuso | nodel | nodel | del normal amp x 38 | normal | Metilado |normal

®b)2011 Gly

Figura VI.11: OA de células difusas. Los espectros a) maastma franca caida del NAA y un claro pico
Mio/Gly que se observa en el espectro de 136 ms. Lageines no captan contraste y muestran apariencia de
edema.

1p 19q 10q CDKN2A EGFR p53 MGMT IDH1
no del no del no del normal normal normal Metilado | R132H

¥ 05/2011

Figura VI.12: O post-cirugia estable que muestra una mejorbb®respectros con el tiempo a) y c¢) por el
aumento de Naa y disminucién de la Cho y un aumento del Mio, sin cambios significativos eafiel dam

tumor remanente b), d) y f). Sin embargo en el estudio del 05/2011 (sin espectro de 136 ms) se observa en los
espectros de 30 ms un marcado aumento de Mio/Gly sin poder diferenciarlos.

También es interesante evaluar el caso particidbconjunto de picogue forman el pico de
Colina en un espectro clinico, que estanfado por Cho, PCho y GPCho. Como la PCho y
GPCho son dos metabolitos importantes que penndiferenciar tumores gliales de alto y
bajo grad®®* y, por los resuldos de este trabajo, podri@aracterizar genéticamente
tumores gliales, se podrian medir suscemrtraciones con un espectro clinico*tedonde

los picos de PCho y GPCho aparecen separ@dgs VI.5). Esto sin embargo implica un
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cambio muy importante en el estudio de los tumores cerebrales ya que se necesitarian bobinas
de adquisicion, generadores y amplificadores sintonizados c® gl nuevas secuencias

para poder realizarlds%.

tumour tissue
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‘ | GPE l

Aol |“L i |'|| \ i
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Figura VI.13 Espectros dé'Pde GB vy tejido normal donde se observa la diferencia de
concentracién de GPCho (GPC) y PCho (PC) entre tumor y tejido normal (ref 38).

Por ultimo, un aumento de Tau, un metabotjtee en espectros clinicos de buena calidad
podria ser cuantificable, podria ser un posibgcador de delecion CDK2N y de alteracion
del proceso anti-tumoral del g@®3. Si bien la posilidad que la Tau sea un marcador de
apoptosis podria estan contradiccion con la correlaciéntre delecion de CDK2N y Tau, en
otros trabajos se observa un aumento de Tauraéntar el grado de malignidad del tumor, en
particular la mayor concentraciéon de Tau se tiene en los°GBmeduloblastomds En
nuestra muestra, la mayoria de los GBs tidaedelecion CDK2N Iague podria manifestar

una relacion entre CDK2N y Tau.
VI.6 Conclusiones

Este trabajo principalmente muestra que es poslalézar, en equipos de resonancia de alto
campo sin la facilidad de HR-MAS, espectrostejgdos mediante una preparacion sencilla
gue consiste sélo en “triturado” y centrifaga y utilizarlos para edizar una clasificacion

metabolomica de tumores cerebrales gliales.

Los dos métodos de analisis de los espeaitiigados en este dbajo tienen ventajas y
desventajas. EI método deirib” (ACD/NMR) es muy sencillo y fiable, siempre que la
segmentacion pueda ser manual, pero no iperdiscriminar muchos metabolitos cuando

estos se solapan, en especiarelpo de Lip YMM, que tienen ¥ cortos y FWHM grandes.
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En el caso de andlisis de espectros por ajustergdas de las sustancias individuales (Quest),
este método permite una mejor clasificacioriademetabolitos, aun de los Lip y MM, pero
requiere una muy buena base de datos loenmetabolitos y espectros con muy buena
relacion sefal/ruido. De los dos métodos, Qasdin duda un mejor programa de analisis de
estos espectros por la mejor estimacion de.ips, MM’s y solapamientos de los distintos

metabolitos.

La buena calidad de los espectros de alto campo permitio realizar distintas clasificaciones
anatomo-genéticas sobre tumores gliales con buenas resultados estadisticos y similares a
otros trabajos de espectroscopia de a@émpo. Y si bien, las clasificaciones fueron
“globales”, donde se pierde un qmo la incidencia de las stancias individuales en la

clasificacion, algunos metabolitosrgan como diferenciales.

El Mio y la Gly son dos metabolitos que semgclaramente como marcadores y permitirian
realizar una estimacién del grado de agrestvidia un tumor del tipo O-OA. La presencia de
Gly elevada seria un predictor de mayor agrdaiviy el Mio de menol si bien las sefiales

de estas dos sustancias se solapan en un mespBico, es posible inferir la presencia de

Gly con la adquisicion de dos espectrosaemisma ubicacion y distintos tiempos de eco.

Del mismo modo se observé que una mayocentracion de Glux (Glu+GlIn), PCho, GPCho
y H-Tau son marcadores de ligaidad, aunque utilizar estos metabolitos para caracterizar
espectros clinicos de tumores es mucho mas laadp por la dificultaden la deteccion y la

cuantificacion.

El aumento del pico de Cho que se observalo®rspectros de los tumores clinicos (que es
la suma de sefales de Cho, PCho y GPChadljgpaser analizado con espectroscopia clinica
de *'P para estimar si la mayor contribuciéorresponde a la PChw a la GPCho y asi

determinar el grado de agresividad del tumor.

Ademas, la Tau, un metabolito dificil de ideicaf en los espectros clinicos, podria ser un
marcador molecular a ser usado para w@raklteracion del control antitumoral p53 en

espectros clinicos de buena calidad.

La espectroscopia de alto campo se esta redeleomo una herramienta Gtil para el estudio
metabolomico en distintos tejidos/fluidos bidkms. En particular este trabajo muestra que
permite realizar clasificacion de tumores lgi&a y que parte de los resultados pueden
trasladarse a la espectroscoglimica actual. Es muy probabtpie con métodos de andlisis

bien protocolizados y métodos de clasificacatimizados pueda llegar a servir como un
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método mas de clasificacién dertores cerebrales “in-vitro” ahismo nivel que las técnicas
genético-moleculares. Es de espeademas que con el aumento del campodB los
resonadores clinicos, especta®s mejor resolucién permitan aplicar los resultados in-vitro

para una mejor clasificacion in-vivo de los tumores glfales
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Corolario

IDH1 mutacién en tumoresgliales y produccion de2-hidroxiglutarato (2HG) medido por
RMN

C.1 Introduccién

En los ultimos afios se ha demostrado guadtacion IDH1 es un indicador genético que en
tumores gliales indica buena progn8%f§“**, independiente del tratamiento al que se someta

al tumor. Se sabe que los tejidos con esta mutacion tienen asociado un aumento de 2-
hidroxiglutarato (2HG) intra y extracelufa*®. Y si bien la técnica para determinar la
mutacion IDH1 es por medio de andlisis gas, la posibilidad de identificar 2HG en
tumores gliales por medio de espectroscopia de alto campo posiblemente permitiria

caracterizar a los mismos, con la ventajéadeencillez y practicidad de la RMN.

En trabajos recientes se ha mostrado la capacidad de la HR-MAS 1154 para detectar

al 2HG en muestras de tumores gliales. Bstetabolito puede identificarse en espectros de
alto campo porque presenta varios multipletes en regiones que no muestran gran
solapamiento con otras sustancias particular dos grupos defiales son los mas faciles de
definir, cerca del triplete del Mio a 4,02 pdicuadruplete) y entre Glu y GIn a 2,25 ppm
(multiplete) (Fig. VI.14).

L-2-Hydroxyglutaric acid O O

HMDB00694 ) & ey
8 6 : ]

tH NMR Spectrum: 500MHz in HO H()/ I \( Ao

Sample: ~42mM in H O and pH 7.00 10 = -

Referenced to DSS (;)H " ‘
I

P L

|

OH

Zoomed 1H NMR Spectrum

Figura VI.14: Espectro de 500 MHz de 2-(L)-hidroxiglutarato con las ampliaciones de los
grupos a 4 ppmy 2,25 ppm (de Human Metabolome Database http://hmdb.ca).

Si bien en el procesamiento de los espectrssrile en este capitutlo se evalu6 el 2HG, a
continuacion se presenta un analisis prelimiearlos 3 grupos tumorales aqui definidos (O,

OA y GB), para determinar si los mismos nmakan presencia de 2HG. El propdsito fue ver
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si la metodologia utilizada para preparaciériadmuestra era adecuapara identificar esta
sustancia y determinar como rgaciona la presencia o ans& de la mutacion IDH1 segun

el analisis genético realizado a las muesffasexo 1), con la sustancia 2HG. Dada la
combinacion de una posible baja concentracion y una mala homogeneidad de campo que se
puede traducir en la imposibilidad de resolgarpos de picos en un espectro 1D, el andlisis

de los espectros 1D (medidos con la secuergpa) de las muestras se complementé con el

de los espectros 2D H-H TOCSY que permiteentificar el HHG por los picos de
correlaciéon a 4,02/2,25, 4,02/1,982/1,89 ppm (Fig. VI.15)

col : 4.014 ppm / Z007.58 Hz Index = 1181 3 T °

E

row : 2.231 ppw #/ 1115.58 Hz Indek—= 1540 S51541= - = L g
- -

w

@)

3

: T : T : : T T T T T : T
45 4.0 35 F2 [ppm]

Figura VI.15: Superposicion de 3 espectros 2D H-H TOCSY de 3 muestras distintas en los
gue se observaba la presencia de 2HG en los espectros 1D. Claramente se pueden observar
los picos de correlacion a 4,02/2,25, 4,02/1,98 y 4,02-1,89 ppm que identifican al 2HG.

C.2Resultados

Las siguientes figuras presentan las ampliaciaie los espectros en regiones especificas
(2HG, Gly-Mio y el grupo de las “colinas”) des distintos grupos de tumores (O-OA-GB).
Los espectros de cada uno de estos grumsritseparados segun distintos criterios para un

mejor analisis. Estas separacisse describen a continuacion.
- Oligodendrogliomas (O)

Como en el grupo de los O solo habia unastra de tejido con IDH1(-) (no mutado), este

grupo de tumores se separ6é en dos, uno en los que se asegurd la presencia de 2HG (los 8
superiores) y otro en los que flos 6 inferiores) (Fig. VI.16).

En algunos espectros del primer grupo sendefilaramente la presencia de 2HG con los
cuatro picos caracteristicos entre 4,00 ppm0OB $pm, pero en otros la baja homogeneidad

no permitia asignar las sefiales. A pesar de ello, los espectros 2D TOCSY permitieron

resolver algunos de los picos fuera de la diagqoe identifican al 2HG. Asi por ejempilo, el
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primer espectro superior es el Unico IDH1#dnde el ancho de los picos debido a la mala
homegeneidad no permite definir la presencia de la sustancia, sin embargo el espectro 2D
claramente identifica los 3 picos de coambn en la linea d&02 ppm (Fig. VI.17).

En un segundo caso, una muestra IDH1(+) (mutéekpectro violeta del grupo sin 2HG) con

un espectro 1D con un patron pieos similar (aunque solo s@rpicos) en la region de 4,00
ppmy 4,03 ppm no muestra ehespectro 2D el patrén del 2HG (Fig. VI.18).

SAvA INSe=N

__ thl

[rel]

10

\_/\

Lac 410 ‘ I MIO 405 I ZHG 4.(IJO I 3.9 [ppm]

Figura VI.16: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores O en la regi()n de 4
ppm donde aparece un grupo de picos del 2t8dinea media negra horizontal separa

los espectros con la presencia (grupo superior) de aquellos sin la presencia de 2HG
(grupo inferior). En el grupo superior, elirper espectro (color vee) es el Unico con
IDH1(-).

£
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col : 4.016 ppm / 2008.745 Hz Index = 1183

row : 2.251 ppm / 1125.882 Hz Index = 1538 - 1537
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Figura VI.17: Espectro 2D H-H TOCSY de la mues O 22328 con IDH1(-) en la que
contrariamente a lo postulado por la no-acidn IDH1 se observa la presencia de 2HG.
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Figura VI.18: 2D H-H TOCSY de la muestra O 21472 con IDH1(+) en la que
contrariamente a lo postulado por la mutadi®H1 no se observa la presencia de 2HG.

Es interesante reparar, a partir de la sepamaae los espectros por la presencia de 2HG, en
la relacién que existe entre la altura de los picos de Mio-Gly y PCho-GPCho en este grupo de

tumores.

En el caso de los picos de Mio-Gly, la altura del Mio es mayor o similar al de la Gly en el
grupo de las muestras con presencia de 2&I¢o similar se observa en las muestras sin
2HG, salvo con dos muestras donde el pico gee&lmarcadamente superior al del Mio (Fig.
VI.19). Respecto a los picos de las colindse@or un Gnico caso, aquellos tumores con
presencia de 2HG muestran un mayor picd&@&Cho que PCho, a diferencia de los que no
muestran la presencia de 2HGg(FV1.20) donde la altura de Igscos es similar o la altura

de la PCho es mayor que la GPCho. Cabstadar que el espectro que tiene la Gly
acentuadamente elevada, es el mismo concel gg PCho marcadamente elevado (espectro

azul del grupo 2HG negativo).

. T T T T T . T T : : T T T
3.58 3.56 Gly 3.54 Mio 3.52 3.50 3.48 [ppm]

[rel]

10

Figura VI.19: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores O en la region donde
aparecen los picos de Gly y Mio. La linea meakegra horizontal separa los espectros con

la presencia (grupo superior) de aquellos sin la presencia de 2HG (grupo inferior). Salvo
por dos casos sin 2HG, en el resto de los espectros la altura de los picos Mio es superior 0
similar al de la Gly.
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Figura VI.20: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores O en la regién donde
aparecen los picos de las “colinas”. La lineaia@egra horizontal separa los espectros con

la presencia (grupo superior) de aquellos sin la presencia de 2HG (grupo inferior). En el
grupo superior, salvo por un caso la GPCho es mayor que la PCho. Una relacién inversa se
observa en ausencia de 2HG.

- Astrocitomas (OA)

En este grupo los primeros 4 espectros sops de la Figura VI.21 corresponden a las
muestras de tejido con IDH1(+) y el resbH1(-). Los dos primeros no muestran el patrén
de picos del 2HG, sin embargo.esipectro 2D permite distingua presencia de 2HG en baja
concentracion de una muesfe@A 21097) (Fig. VI1.22). Los otrodos claramente muestran la
presencia de 2HG. EIl grupo de los IDH1(-3tamte no muestra presencia de 2HG en los

espectros 1D ni en los 2D.

‘Mio 4.(|)5 I ‘ZHG I 4.(|)0 I I I s.gs I Cr I a.elao [ppm]
Figura VI.21: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores OA en la regién de 4 ppm
donde aparece un grupo de picos del 2HG. Los 4 primeros espectros son IDH1(+) de los
cuales los dos ultimos claramente muestran la presencia de 2HG, sin embargo en los 2
primeros no es facil determinkr presencia. Los restantes son todos IDH1(-) y en ninguno

de esas muestras se identifica 2HG.

Lac 410
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Figura V1.22: Espectro 2D H-H TOCSY de la muestra OA 21097 IDH1(+) en la que se
observa la presencia de 2HG.

Al analizar la relacion Gly-Mi claramente se observa un aatoemarcado del pico de Gly
respecto al Mio en muchas de las muestas IDH1(-). En las muestras con IDH1(+) la
relacion de alturas es muy similar a la delpgr de O donde las alturas son similares (Fig.
VI.23).

Muy interesante es que todos los espsctde las muestras IDH1(+) tienen mayor
concentracion de GPCho que PCho, a diferedeitas muestras IDH1(-) que tienen mayor
concentracion de PCho que GPCho, enfatizaidmatron que se insinuaba con los O (Fig.
VI.24).

; VN
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Figura V1.23: Ampliacién de los espectros del grupo de tumores OA en la regién donde
aparecen los picos de Gly y Mio. Los 4 primeros espectros son IDH1(+) donde la relaciéon
de altura de los picos es muy similar coem los O. Los restantes son todos IDH1(-)
donde el pico de Gly es en la mayoridatecasos marcadamente mayor que el de Mio.
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Figura VI.24: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores OA en la regién donde
aparecen los picos de las “colinas”. Los 4 priserspectros son IDH1(+) donde al igual que

en los O, la GPCho es mayor que la PCho. Los restantes son todos IDH1(-) donde ahora el
pico de PCho es siempre mayor que el de GPCho.

- Glioblastomas (GB)

En el caso de los GB, donde todas las muestras son IDH1(-), ninguno de los espectros
muestra la presencia de 2HEig. VI.25) y en todas laltara del pico de Gly es
acentuadamente mayor que la de Mio (Fig. VI.28)emas, en todas la altura del pico de
PCho es mayor que la de GPQdg. VI1.27). También se obsenem todas las muestras la

presencia del pico Desc_2, un pico que oasesta presente en el grupo de los O.

40 60 80 100 120 140 [rel]
L L

20

— ; : T T ; T T T T T T ; T T T T T T
M10 405 (sin 2HG) 4.00 395 CI’ 390 [ppm]

Figura VI.25: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores GB en la regién de 4 ppm
donde aparece un grupo de pides 2HG. Todas las muestrasn IDH1(-) y en ninguno de
los espectros se obsemiacuadruplete de 2HG.
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Figura VI.26: Ampliacion de los espectros del grupo de tumores GB en la region donde

aparecen los picos de Gly y Mio. Todas las rrassson IDH1(-) y en todas el pico de Gly
es marcadamente superior al Mio.
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Figura VI.27: Ampliacién de los espectros del grupo de tumores GB en la region donde
aparecen los picos de las “colinas”. Todas lagsttas son IDH1(-) y en todas el pico de
GPCho es siempre menor que el de PCho a diferencia de lo que se observa con los O que son
en su mayoria IDH1(+). En todos los espectros es posible distinguir claramente el pico
Desc_2, que aparece en varios espectros OAunes pocos O, en especial en aguellos con
PCho elevada.

C.3 Andlisis

Este ultimo analisis enfocado en establecepatnon de espectro de alto campo en tumores
gliales con la mutacién IDH1 permite afirmar qgeposible, con esta técnica de procesar las
muestras y adquirir los espedranedir la presereide 2-hidroxigluteato (2HG) que se
encuentra elevado en tejidos con la mutaciémiesi la correspondencia “presencia de 2HG-
IDH1(+)” no seria exacta, como se observd@nO donde la mayoria de las muestras son
IDH1(+), seria posible cuéficar esta sustancia.

Al analizar los espectros segun la presencidHi@, se encuentra que aquellos tumores con

2HG tienen menor concentracion de Gly y PGhmayor de Mio y GPCho. Al relacionar la
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evolucién clinica de los pacies con IDH1(+) con los patrones de espectros que tienen 2HG
se concluye nuevamente que altos valore$slyey PCho son marcadores metabdlicos de
agresividad en tumores gliales, y por ehtrario elevados valosede Mio y GPCho son
indicadores de buena prognosis y sobrevida, apincide con las conclusiones presentadas
en este capitulo.

Queda por ver por Ultimo si es posible detectar y medir 2HG en espectros tlipmok

baja concentracion del mismo y por el palmiento de sus resonancias con las demas
sustancias. Aun los mejores programas deisaindle espectros clinicos no pueden superar
esta limitacion que esta dada por los valatesCramer-Rao de los calculos y que debe ser

tenida en cuenta al analizar los datos.
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Capitulo VII

Capitulo VII

Estudio de la evolucién tumores gliales por espectroscopia t¢ clinica
VII.1 Introduccion

Los tumores gliales representan aproximadamente el 35-40% de los tumores cerebrales. La
caracterizacion de los mismos es un temaaniinuo estudio y revision. Para la misma se
estan utilizando tanto las técniaasuales de anatomia patolégica como técnicas moleculares,
genéticas y de imagert&sya que la clasificaciéon por atomia patolégica puede no ser
especifica, en especial en la transiciontwl@ores grado Il (oligodalrogliomas, O) a Il
(astrocitomas anaplasicos, OA) o de grado IIV4Glioblastomas, GB). En esos casos es
posible que distintos patélogos diagnostigdendistinto modo una misma pieza histolégica

de un mismo tumdr Esta clasificacién es importanperque existe una clara correlacion
entre grado de agresividad y sobrevida de pacientes y porque élatamiento de los

distintos tumores ceredles es diferente segin su agresividad

El desarrollo de las neuroimagenes ha sidodmims elementos que mas ha impactado sobre

las neurociencias en general y sobre la nedobdpgia en particuladado que establece la
observacion del mismo fendmeno desde otra tecnologia. Asi entonces, en los dltimos afios las
neuroimagenes se han convertido en una hérrdan altamente sinérgica con el analisis

microscoépico de los tumores cerebrales.

Existe una clara tendencia ém neurooncologia a incorgory relacionar los aspectos
diagnosticos y prondésticos de la neuropatologia y las neuroimagenes. Estas Ultimas
complementan a la neuropatologia ayudando famiddéos aspectos, siempre criticos, del
muestreo (sampling) y del prostico, con sus criterios propioe agresividad (captacion de
contraste, efecto de masa, etc.). La observamaptacion de contraste es criterio decisivo

en la gradacién de los oligodendrogliaen la clasificacion de Dumas Dugort

Si bien se conoce, desde un puthovista estadistico y general,relacion existente entre la
sobrevida y la progresion de los tumordfalgs seguin su clagihcion patolégica y
actualmente también por su perfil genéfioel estudio de la evolucién (y la respuesta el
tratamiento) de los tumores cerebrales es oraten desarrollo. Esto se debe a las claras
implicancias clinicas que tiene el poder defatdciones a seguir en funcion de su evolucién.

El ideal es establecer, en un paciente, comoesstécionando el tumor y si el tratamiento es
efectivo. Esto es particularmente importante en los tumores grado 1l y II-lll, que son los que
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potencialmente pueden malignizar a un gradadvt una disminucion de la sobrevida del
paciente. Actualmente la MRI y las imagenasleares (SPECT/PET) son los dos principales
procedimientos de imagenes meédicas quenpen evaluar la progsion (o no) de los

tumores cerebral&<?,

En particular, la MRI tiene como caracteristica diferencial la excelente calidad de las
imagenes (resolucion anatémica y contraste de los tejidos) que permite definir muy bien
tamano, textura, limites y compromiso de lesiones cerebrales ge las estructuras
adyacentes, ademas de poder estimar paramdtrakfusion y perfusion de los tejidos y
realizar espectros “in-vivo”, que permiten infanformacion adicional de los tejidos como

densidad celular, angiogénesis y metabolistg 134

Es por esto ultimo que, del mismo modo que exip@rones de espectros para los distintos
tumores gliale¥™® en este trabajo se considera Ipdkésis que los espectros “in-vivo” de
tumores en tratamiento post-cirugia tambiésgntan un patron que permite establecer si el
tumor esté estable o cambiando (mejoran@dmpeorando). Asi, edtkeciendo una relacién
sencilla con los 4 grados de agresividad en lasguelasifican los tumores gliales, aqui se
definieron también 4 grupos alitativos de patrones de egros en asociacion con los
perfiles tumorales pre-cirugia caracterizadpor los trabajos de ERM en tumores
cerebrale§ '8

La idea principal de este trabajo es analizautlaidad de la espectroscopia clinica en el
analisis de la evolucidon de tumores glialestpldecer sus limitaciones. Para ello se analizan,
por imagenes y espectros monovoxel, variomores con distintos perfiles anatomo-
moleculares en estudios sucesivos (estuoingitudinal). Secundariamente se discuten las
mejoras factibles en la adquisicion de las imégen espectros para hacer este andlisis mas

riguroso y confiable.
VII.2 Métodos y mediciones
VII.2.1 Imagenes y espectros

Durante el periodo 2005-2011 se realizaron estigliossivos de imagenes a periodos de 2-8
meses sobre 20 pacientes con tumores cerebtaks glos estudiosonstaron de una serie
de secuencias 2D, Sagital; TAxial Flair, T, y Ty; difusiéon (DWI), perfusion Ty una
secuencia contrastada 3D, post-gadolinio. Se realiz6 también, sobre la regibn mas
representativa del tumor (mayor densidad wazoon refuerzo) espectros de tiempos de eco

corto (30-35 ms), ajustando en lo posible slaéo del voxel a la lesién, sin bajar el tamafio
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del voxel de 15x15x15 mm. El nimero degaisiciones dependiéo déamafio del voxel,

estando entre 128 y 256 (3,40-7 minutos de addigicA veces se realizd sobre la misma
ubicacion un espectro de 136 ms. En los suossstudios a un mismo paciente, se intento
adquirir los espectros de lasma region si la imagen delewo estudio no presentaba una

region mas patoldgica.

Los estudios se realizaron en resonadores @&Bdfal Electric) de 1.5T y 3T del servicio de
imagenes de FLENI, un CVI de5T, un HDx de 1.5T y un HDx d&T ya que es posible la

comparacion de espectros de campos de 1.5 T.3 T

Las imagenes de estos estudios se almamersar dos bases de datos (periodo 2005-2007 y
periodo 2007-2011) en formato DICOM originaladtende fueron exportadas para el andlisis.

VI1.2.2 Andlisis de las imagenes

El tamafio de la lesidbn que comprometia el tuseomidio de las imagenes anatémicas con el
programa MIPAV. Este programa cuenta con una ametienta para definir VOI (Volume

Of Interest) en las imagenes, integrarlos y daladistintos pardmetros de interés de ese VOI.
Para definir los limites del tumor se uso laidpcLevelest”, que de una manera automatica

permite definir los bordes del VOI por la diferemnen la intensidad dgefial de los pixels.

b)
Figura VII.1: Segmentacion de la lesidn corresponigieal tumor a) y a la cavidad post-
cirugia b) por medio de laplicacion “levelset-” del MIPAV en imagenes FLAIR de un
tumor glial post-cirugia.

De este modo se midieron en las imagene&lRLel volumen (area del VOI x el espesor de
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corte anatémico de la imagen) y el perimetrblaléesion tumoral y de la cavidad generada
por la cirugia (Fig. VII.1). Los valores deeas y perimetros sgportaron a una base.

VII.2.3 Analisis de los espectros

Los espectros se analizaron “como un todo”gle en el Capitulo V se llamé “método
clinico,” de un modo cualitativo. Este métodefine un patron de espectro con un estado
metabaolico-fisiologico asociadoum grado de agresividad. A parde patrones de espectros
gue emulan los patrones de edpes de los 4 grados de agjkedad de los tumores gliales

pre-cirugid’ aqui se fijaron 4 patrones de espex{tmormal” o tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 4)

para los espectros peastugia (Fig. VII.2).

d) “Normal”, Tipo 1 Normal Sust. Blanca Normal Sust. Gr
Figura VII.2: Espectros “patron” de distintos tumores gliales, en funcién de la forma
cualitativa del espectro, siguiendo el patron tipico de clasificacion de tumores gliales (ref
17-18). Aumento de Cho, Lip/MM, Lac y disminucion de NAA, Cr, Mio indican aumento
de la agresividad. Por “Normal” se entiende que si bien el espectro es de una lesiéon
tumoral, el espectro no tiene un patrén claro de tumor.

S

Asi, a partir de la representacion de uneegp de tejido normgbromedio de cerebfby
comparando con el espectro del estudio antéigeces pre-cirugia, la mayoria post-cirugia)

se estimé si hubo cambios o no en el metabolismo del tumor. En este marco, un aumento de
los picos de Cho, Lac y Lip y/o disminuciénles picos de NAA, Cr, Mio indica aumento de

la agresividad del tumor. Por@ntrario, una disminucién des picos de Cho, Lac y Lip y/o
aumento en los picos de NAA, Cr, Mio es uadicio de disminucién de la agresividad del

tumor y de buena respuesta al tratamiento.
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VIl.2.4 Clasificacion del los tumores

En este trabajo se utilizé lelasificacion de los tumoresegun el criterio del Dpto. de
Anatomia Patoldgica y del Dptde Biologia Molecular de FLBNen el cual los tumores
gliales se identificawomo Oligodendrogliomas (O, grado Il), Oligoastrocitomas (OA, grado
lll) y Glioblastomas (GB, grado V).

También se les realiz6 a los tumores un andjisigtico para caracterizarlos en 1p-19q, 10q,
CDKN2A, EGFR, p53 MGMT, IDH1y relacionarlos con lavolucion y respuesta el

tratamiento (Capitulo 111).

Se les realizé también a los pacientes el tektadeofsky (KPS). El KPS es un modo comun
de estimar la capacidad de pacientes con canaeatizar tareas cotidianas. La escala va del
0 al 100. Un puntaje alto significaeel paciente puede realizar la mayoria de las actividades
cotidianas. La KPS se usa paranosticar el estadiel paciente y recorer los cambios que

tiene el paciente en supacidad para realizar adgtilades la vida diaria.

Ademas se midio la fraccion de células tumaraesitivas en estadii-67- (el indice Ki-
67) que es un excelente marcador pararchar la fraccion de crecimiento de una
poblacién de células, que a menudo se correlaa@onda evolucién clinica del cancer. En
los tumores gliales el valor prondstico de supencia y la recurrencia del tumor y el Ki-67
han sido repetidamente demostrados en andlisis uni y multiviriado

VII.3 Resultados

Las siguientes tablas y graficos muestran los valores medidos del volumen y perimetro de los
distintos tumores, consideradomo lesion tumoral la region dondécontraste de la sefal

en la secuencia FLAIR se diferencia del catalel tejido normal, independiente de si esa
region refuerza o no en la imagen 3Ppdr el gadolinio (Gd) inyectado. De existir alguna
zona del tumor con refuerzo por el Gd, set especificd, sin ddlar el tamafio de esa
region. Se especifica también en las tablas esa¢l patron del espteo adquirido de la

region mas representativa del tumor segussleecificado en la seccién de VI1.2.3.

En cada caso también se presenta el perfil molecular-genético del tumor, para ver si se
relaciona el perfil genético cola evolucion de tumor. A partir de lo presentado en el
Capitulo 1ll, aquellas alteraciones genéticas “beneficiosas” en la evolucion del tumor y el
tratamiento como IDH1, MGMT metiladodelecién 1p-19q se destacan con celarde y

las “perjudiciales” como delecién 10q, deil@ CDKN2A, amplificacion de EGFR vy

delecién p53 con el coloojo.
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Se presentan dos graficos, el primero con lésres, en los sucesivos estudios, del volumen

y el perimetro del tumor y la cavidad (que se origina por la cirugia al remover parte del
tumor) normalizados respecto a la primeradizién. El segundo muestra el porcentaje de
cambio entre estudios sucesivos, tanto en el tamafio y perimetro del tumor como de la

cavidad.

Se presenta también una tabla coRdaala Karnofsky, (KPS) pre y post-cirugia a meses y

afos después de la cirugia, asmoscomo se detalla el valor Ki 67.

En los primeros 9 pacientes, se muestranif@genes de MRI mas representativas de la
lesion, de solo dos secuencias, FLAIR gestimar el tamafio del tumor-edema), \cdn Gd
(para evaluar rompimiento de la barrera hiewefalica) y los espectros. Esos casos son
representativos del restle los tumores analizados, dond® s muestramas tablas y los

gréaficos de la evoluén de estas variables.

En los primeros 9 casos, las filas pintadagde en las tablas indican que las imagenes y
espectros no se presentan partema de espacio. Los graficos de volimenes y perimetros
estan normalizados respecto del primer estwl®indica que en ese estudio no se realizo

espectro.

150



Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado | 1p | 19q 10q |CDKN2A| EGFR p53 MGMT IDH1
1 42 15/03/2005 | Front-temp. izg. |Oligodendroglioma Il del |parcial |nodel | normal pormal normal Metilado |R132H

‘\‘\
‘f‘ “ ‘ ,| f‘\ \H
i M hy ‘ ‘\‘wa

\‘\ \\
I
\H I

|
\u”‘ ‘

\H\"\UUI\‘ "

Fecha | Espectro Imagen VoIJmug]nornmg % cambio Peri1r—nueTr(()erm % cambio | Contraste VoI(L:J ﬁqvéiaﬂms % cambio Pel?ri\z/eit(:g(:nm % cambio Espectro
mar-05 | tipo 2-3 Neuronavegador 34217,430 854,858 no Ruidoso
abr-06 | tipo 2-3 54752,210 60,01% 2469,654 188,90% no 8851,592 454,481 Lip/MM-Gly (¢,)
sep-06 | tipo2-3 Dificil de ver bordes post cirugia 56117,281 2,49% 2483,118 0,55% no 8845,668 -0,07% 457,661 0,70% MM
ene-07 tipo2 55751,165 -0,65% 2348,500 -5,42% no 8745,219 -1,14% 448,287 -2,05% MM- Cho normal
ene-08 | tipo2-3 Mejor definicién imagenes 57691,236 3,48% 2458,336 4,68% no 15236,158 74,22% 681,357 51,99% | Maa MM
jul-08 tipo 2-3 Crece desde el cuerpo calloso 63256,2469 20,81% 2596,2333 13,56% no 21986,611 44,31% 1111,236 63,09% MM-s/Mio
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Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacién tumor
1 42 15/03/2005 | Front-temp. izq.

Anatomia Patologica | Grado | 1p | 19q 10q | CDKN2A| EGFR
Oligodendroglioma Il del |parcial |no del

p53 MGMT IDH1
normal pormal normal Metilado |R132H

Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 % . T umor % ) Contraste Cavidad 3 % . (;avidad % . Espectro
Volumen mm cambio | Perimetro mm | cambio Volumen mm cambio | Perimetro mm | cambio

ene-09| tipo 2-3 empieza a tener refuerzo 65682,505 3,84% 2635,739 1,52% Si 27548,230 25,30% 1127,668 1,48% Lip-Cho

feb-09 | tipo 2-3 67010,290 2,02% 2729,1453 3,54% si 32461,820 17,84% 1407,298 24,80% Cho-MM

jul-09 | tipo 2-3 72453,157 8,12% 2973,85 8,97% si 34789,558 7,17% 1537,128 9,23% Cho-MM
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Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado | 1p | 19q 10q |CDKN2A| EGFR p53 MGMT IDH1
1 42 15/03/2005 | Front-temp. izg. |Oligodendroglioma Il del |parcial |nodel | normal pormal normal Metilado |R132H
Paciente 1
45
& F Y
A
3,5 L
@ = "
% 3 =] o 0 =
£ 2.5 L3
3
E 2 : = . = J
o
. 2 1'5 m a L]
4 & i L 'y
0.5
0 : : : :
mar0® e Tan.m': ue® zfep-“‘" o ene 1\;?3_“3 uee z—a'su\-“" i ljxe-“a e 2—: o000 87° 2-1\_@ W
Fechal/ Tipo tumor
m Vol Tumar (mm3) = Perim. Tumor (mm) & Vol Cavidad (mm3) e Perim.Cavidad (mm)
Paciente 1
2000% a
g 1808%
=
H .
@ 4p00%
2 A
g - : .
E 50,0% &
E A =] I n E a
DID:’.":: T T bl T =] T T T T T
50,0%
58 A a3 L Tmot o g o R R R I
mu‘i'ﬁﬁ :bt'“ﬁ wpe ! g BPO o ht @E“E_Q.& npo ";"'"“E fpo E“Em Tpo ‘Eb_“g wpe !d.l_ag 1po
Fed ha! Tinn toamed
B % cambio Yol Tumor &% cambio Perim . Tumor & % cambio Vol Cavidad o % cambio Perim . Cavidad
5
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mm Cavidad Volumen im|  CavidadPerimetranm Ki67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2al KFS 3al KFS 4a. KFS 5a.
34217,430 854,858 8851,592 454,481 2% 80% 50% 50% 50% 60% 60%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacién tumor |Anatomia Patoldgica|Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT |IDH1
2 47 | 23/08/2007 | Temporal derecho Mixto Il nodel npdel DMBT1 del | normal |25 xamp |normal | Metilado | wt
|1
il
I\
o
Fecha Espectro Imagen Tumor 3 % . T umor % cambio Contras Cavidad 3 % . C}avidad % . Espectro
Volumen mm cambio | Perimetro mm te Volumen mm cambio | Perimetro mm | cambio
ago-07 tipo 3-4 mucho edema, lipidos 92606,399 2323,738 Si 13337,582 2638,247 Lip-Cho
dic-07 tipo 3-4 se redujo el edema, 22648,626 -75,5% 909,031 -60,88% Si 7198,341 -46,03% 331,976 -87,42% Lip
abr-08 tipo 3-4 21650,4511 -4,41% 979,773 7,78% 6881,094 -4,41% 306,141 -7,78% Lip-Cho-Gly?
oct-08 tipo 2-3 19280,3271 -5,36% 1155,006 9,17% no 7677,932 5,36% 281,697 -7,98% MM-ruidoso
feb-09 tipo 1-2 18391,902 -4,61% 1213,24 5,04% no 7288,974 -5,07% 307,524 9,17% Naa- Cho normal

154




Capitulo VII

Paciente

edad | Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica | Grado

1p 19q

10q CDKN2A

EGFR | p53

MGMT |IDH1

47 | 23/08/2007

Temporal derecho

Mixto

1l no del np del

DMBT1 del

normal

normal | Metilado | wt

Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 % . ITumor % cambio Contras Cavidad 3 % . (;avidad % . Espectro
Volumen mm cambio | Perimetro mm te VVolumen mm cambio | Perimetro mm | cambio

feb-10 tipol 17982,569 -2,23% 1213,509 0,02% no 7544,335 3,50% 280,936 -6,18% Normal

jun-10 sle Igual que el estudio anterior 16589,454 -7,75% 1275,275 5,09% no 6959,874 -7,75% 295,236 5,09% sle

oct-10 tipol 17334,899 4,49% 1075,796 -15,64% no 7576,709 8,86% 272,491 -7,70%

feb-11| tipo 2 Igual que el estudio anterior 18427,284 | 6,30% 1175,589 9,28% no 7034,284 | -7,16% 287,187 5,39% Esl\sl’zf;rggiégggﬁo'
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT |IDH1
2 47 | 23/08/2007 | Temporal derecho Mixto Il nodel np del DMBT1 del | normal |25 x amp |normal | Metilado | wt
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m Vol Tumor imm3) mPerim. Tumor (mm) & Yol Cavidad ([mm3) & Perim. Cavidad {(mm)
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Fecha/ Tipo tumor
B % cambio vol. Tumor @ %% cambio Perim. Tumor &% cam bio Yol Casdad e % cambio Perim . Canidad
Valores de normalizacion Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mmj Cavidad Volumen fim|  CavidadPerimetranm Ki67 | KES Dx. | KES 3m| KES 1a.| KFS 2a] KES 3al KFS 4d. KFS 5a.
92606,399 2323,738 13337,582 2638,247 20% 90% 70% 100% 90% 100%

Dx: Diagnosticom: mesesa:afos
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado| 1p 19q 10g |CDKN2A | EGFR p53 MGMT | IDH1
3 28 | 24/09/2007 |Frontal izquierdo Mixto Il nodel npdel nqgdel del normal |normal | Metilado |[R132H

Tumor . Tumor .| Contras Cavidad % Cavidad %
Fecha | Espectro Imagen 3 | % cambio . % cambio 3 . . . Espectro
Volumen mm Perimetro mm te Volumen mm cambio | Perimetro mm | cambio

: . mucha colina sobre el
sep-07 | tipo 2-3 Neuronavegador 98946,437 1440,191 Si refuerzo
may-08 | tipo 2-3 14578,329 -85,27% 769,209 -46,59% no 20535,197 621,285 mucho Mio/Gly-
sep-08 | tipo 2-3 15978,329 9,60% 778,209 1,17% no 19540,289 -4,84% 658,214 5,94%
ene-09 tipo 2 14204,056 -11,10% 661,315 -18,88% no 24640,1871 26,10% 641,274 -2,57% mejoran las espectros
sep-10 tipo_2 13570,525 -4,46% 689,576 9,23% no 22410,994 -9,05% 683,383 6,57%
mar-11 tipo 2 Normal 12741,254 -6,11% 677,886 -1,70% 23891,257 6,61% 698,329 2,19%
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10qg |CDKN2A| EGFR | p53 MGMT | IDH1
3 28 | 24/09/2007 | Frontal izquierdo Mixto Il nodel npdel nqgdel del normal |normal | Metilado [R132H
Paciente 3
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Fecha/ Tipo tumor
m Yol Tumor (mm3) & Perim. Tumor (mm) a Vol Cavidad {(mm3) o Perim. Cavidad (mm)
Paciente 3
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E-E‘;"ﬁ.l‘ A m“‘l"ﬂa R _:.EP'{"'E' ue° ene'ﬂg e 52P'm ue mﬂ':'“up
Fecha/ Tipo tumor
@ % cambio vol. Tumor B % cambio Perim. Tumar &% cambio ol Cavidad @ % cambio Perim . Cavidad
Valores de normalizacion Escala Karnofsky (KPS
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mmj Cavidad Volumen fim|  CavidadPerimetranm Ki67 | KES Dx. | KES 3m| KES 1a.| KFS 2al KES 3al KFS 4d. KFES 54.
12741,254 677,886 20535,197 621,285 10% | 100% 100% 100% 100% 90%

Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patologica

Grado

1p [19q

10q

CDKNZ2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

27

22/04/2008

Parietal 1zquierdo

Mixto

del | del

ambas del

normal

normal

normal

Metilado

R132H

Tumor . Tumor . Cavidad % Cavidad %
Fecha | Espectro Imagen 3 | % cambio . % cambio | Contraste 3 . P . Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm cambio | Perimetro mm | cambio
abr-08 | tipo 2-3 Neuronavegador 71414,788 1823,853 no Cho-Lac-Gly
Ago-08 | tipo 2-3 58626,490 -17,91% 2346,630 28,66% no 6004,396 241,989 Mio
feb-09 | tipo 1-2 Reduce edema 41069,268 -29,95% 1866,399 -20,46% no 5739,375 -4,41% 230,795 -4,63% 0 Mio/GIy-l Cho
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p

10q

CDKN2A

EGFR | p53

MGMT

IDH1

4

27

22/04/2008

Parietal 1zquierdo

Mixto

del

ambas del

normal

normal normal

Metilado

R132H

Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 % . T umor % . Contraste Cavidad 3 | % cambio Qavidad % . Espectro
VVolumen mm cambio | Perimetro mm | cambio VVolumen mm Perimetro mm | cambio

jul-09 | tipol-2 62954,510 53,29% 2614,496 40,08% no 5532,896 -3,60% 224,122 -2,89%

nov-09 | tipo 2-3 Empieza a reforzar con Gd 93416,132 48,39% 3404,421 30,21% si 5297,105 -4,26% 214,128 -4,46% Lac Mio/Gly

mar-10] tipo 2-3, Disminuye el edema 55069,038 -41,05% 2714,387 -20,27% | si, mucho 4974,294 -6,09% 195,944 -8,49% Cho

dic-10 | tipo3-4 121985,005 | 121,51% | 4435672 | 63,41% | S0 | 4541442 -8,70% 176,443 -9,95% |  Lip Cho-{Mio/Gly
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacién tumor |Anatomia Patoldgica | Grado | 1p | 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT | IDH1
4 27 | 22/04/2008 | Parietal Izquierdo Mixto 1 del | del |ambas del | normal |normal pormal |Metilado | R132H
Paciente 4
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Fecha/ Tipo tumor
= Vol. Tumor (mm3) @ Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm)
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Fecha/ Tipo tumor
B % cambio Vol. Tumor @ % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mn Cavidad Volumen fim| CavidadPerimetranm Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2a] KFS 3a] KFS4d. KFS5a. Muerte
71414,788 1823,853 6004,396 241,989 6% 90% 90% 100% 100% 70% 20/07/2011

Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT |IDH1
5 63 | 30/08/2010 | Temporal izquierdo GB IV nodel |parcial |ambasdel | LOH [5xamp. |normal | Metilado | wt

Fecha Espectro Imagen VoIJnlirenno:nms % cambio Perl’? é?r?)rmm % cambio | Contraste Volﬁ ;veliar:m3 carzobi ol P er(i:;\(/eltc:gdmm % cambio

mar-10 | tipo 2- normal | No se ve la lesién claramente 2859,925 183,480 no Mio/Gly
abr-10 | tipo 2- normal 3672,182 28,40% 226,788 23,60% no Mio/Gly
may-10 sle Se ve la lesiéon claramente 4939,820 34,52% 308,150 35,88% no

jun-10 | tipo2-3 | Se velalesion claramente |  5150,619 4,27% 298,924 -2,99% si anstaao. Cho Gy
ago-10 tipo 3-4 Imagen GB 117818,4 2187,46% 2151,129 619,62% | si. Mucho
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT |IDH1
5 63 | 30/08/2010 |Temporal izquierdo Glioblastoma IV nodel parcial |ambasdel | LOH [5xamp. |normal | Metilado | wt
Sin espectro, post cirugia
Fecha | Espectro Imagen VoIJrzgqno:nm3 car(;/fbi o Perl’Tn?ent]r(())rmm % cambio | Contraste Volﬁ ?nvé?]ar?]m3 % cambio Perci:ri\(/eitc:gdmm % cambio
dic-10 | tipo 3-4 135829,428 15,29% 3473,058 61,45% si. Mucho Lip-Cho
marll sle post-cirugia 27120,962 -80,03% 1285,916 -62,97% | si. Mucho
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Capitulo VII

Paciente | edad

Fecha cirugia

Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado

1p

19q

10q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

5 63

30/08/2010

Temporal izquierdo Glioblastoma IV ng

D del

parcial

ambas del

LOH

5 x amp.

normal

Metilado

wt

Paciente 5

Normalizados
~
a

3
A0sle o0l
may lun_l\n w0 ag°'1

Fecha/Tipo tumor

..
o Hpo 3

A
d\:,'l\o e i

oae ek

m Yol Tumor (mm3) m Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad imm3) o Perim. Cavidad [mm)

Paciente 5

,250{].[]“-"0

2,;,00.[]"-"0

4500,0%

4000,0%

500,0%

Porcentaje cambio

0 0%

_500,0%
al
. porma@ ;
ma‘_\ﬂ upo a‘o"m ape

nom\a\

s|&
m'&‘i'w

Fecha/ Tipo tumor

o T2 . .
a0 upo go-‘\“ wpd gicAD upo
\ A

ﬂ\af'“ sle

& % cambio Yol Tumar 9% cambio Perm . Tumar & % cambio Vol Cavdad ¢ % cambio Perm . C avdad

Valores de normalizacién

Tumor Volumen mm

Tumor Perimetro mn Cavidad Volumen fhm

CavidadPerimetramm

2859,925

183,480

Escala Karnofsky (KPS)

Ki 67

KFS Dx.

KFS 3m

KFS 1la.

KFS 2a,

KFS 3a

KFS 44.

KFS 5a.

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patoldgica

Grado

1p

10q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

25/08/2006

Temporal derecho

Tu. Glioneuronal

IV n

D del ng

ambas del

LOH

normal

normal

Metilado

R132H

Fecha Espectro Imagen VoIJr;]ngnornmg % cambio Perigg?r(())rmm % cambio | Contraste Volcu: ﬁqvei?]ar?qmg % cambio Perci:ri\éit?g?nm % cambio Espectro
ago-06 tipo 4 80911,285 2127,639 si. Mucho Lip-Cho
dic-06 sle Post cirugia | 30546,330 -62,25% 1545,346 -27,37% no 23348,101 561,888

abr-07 tipo 2-3 17643,888 -42,24% 777,716 -49,67% | un poco 20793,831 -10,94% 474,028 -15,64% Gly/Mio-Lip?
jul-07 sle 19689,3648 11,59% 798,289 2,65% un poco 20407,833 -1,86% 412,555 -12,97%

oct-07 | Espectro con artefacto-voxel chico 20893,517 6,12% 852,257 6,76% un poco 19967,001 -2,16% 406,018 -1,58% Gly/Mio?
mar-08 tipo 3-4 22395,198 7,19% 958,127 12,42% si 19014,925 -4,77% 392,247 -3,39% McCho - ™ Lip
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica|Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR p53 MGMT IDH1
6 55 | 25/08/2006 | Temporal derecho | Tu. Glioneuronal IV nodel nqdel ambas del | LOH normal |normal | Metilado |R132H
sle sle
Tumor . Tumor . Cavidad . Cavidad .
Fecha | Espectro Imagen Volumen mm? % cambio Perimetro mm % cambio | Contraste Volumen mmé % cambio Perimetro mm % cambio | Espectro
ago-08 sle Aumenta el contraste 36502,667 62,99% 1671,855 74,49% mucho 15303,799 -19,52% 392,247 0,00%
mar-09|  sle Ocupa casi todo hemisferio derecho- 42569,289 16,62% | 1897,1963 | 13,48% 13489,239 | -11,86% 383,974 -2,11%
aumenta contraste
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p

19q

10q

CDKN2A | EGFR

p53

MGMT

IDH1

6

55

25/08/2006

Temporal derecho

Tu. Glioneuronal

IV n

D del

nag

del

ambas del

LOH normal

normal

Metilado

R132H

Paciente:6

1.2

0,8

0.6

o

Normalizados

0.4

0,2

&
06 T™P°
2g®

m Yol Tumor (mm3) aPerim. Tumor (mm) & Vol. Cavidad [mm3) o Perim. Cavidad (mm)

al tef act®

Fecha/ Tipo tumor

Paciente &

o

Porcentae cambio
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o6 TR
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gieB=
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|e . '1-'—‘" ‘.&QKD
T ATLE
2T i gvot 2 gettT

F echa’ Tipo tumor

Ak & s|&
a.:"-l:‘%‘dc ar-“ﬁ Tipo E ago'ﬂﬁ =
d

B % cambio Yol Tumor &% cambio Petim . Tumor & % cambio Yol Cavdad = % cambio Perim . Cavdad

e
mard®

Escala Karnofsky (KPS)

Escala Karnofsky (KPS)

Tumor Volumen mm

Tumor Perimetro mn

Cavidad Volumen fhm

CavidadPerimetramm

Ki 67

KFS Dx.

KFS 3

m| KFS la.| KFS 2a|

KFS 3a

KFS 44.

KFS 5a.

Muerte

80911,285

2127,639

23348,101

561,888

NA

100%

90%

100% | 100%

28/05/2009

Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p

19q

10q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT IDH1

7

27

22/11/2006

Temporo-insular

izquierdo

Oligodendroglioma 1

del

no del

PTEN del

normal

normal

normal No metilado it

Espectro no

representativo
Fecha Espectro Imagen VoIJmu?no:nm3 % cambio Peri-rw ::r%rmm % cambio | Contraste VO|(l-J: ?nvgrj]ar(rj]ms % cambio Perci:ri\éit(:g%m % cambio Espectro
nov-06 Neuronavegador 83193,025 1036,256 Mala ubicacién voxel
ene-07 tipo 2 44819,567 -53,87 % 1423,535 37,37% no 2770,077 207,332 Mio/Gly-Naa-Cho
may-07 tipo 2 41792,064 -6,75% 1396,888 -1,87% no 2957,192 6,75% 208,302 0,47% Mio Artefacto Naa
sep-07 tipo 2 37185,540 -11,02% 1363,197 -2,41% no 3227,212 9,13% 209,558 0,60% T Mio/Gly
abr-08 tipo 2 34673,706 -6,75% 1289,750 -5,39% no 3309,581 2,55% 210,969 0,67% Mio/Gly 4 Naa
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Capitulo VII

Paciente

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p

10q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

7

22/11/2006

Temporo-insular

izquierdo

Oligodendroglioma 1

del

PTEN del

normal [normal

normal

N

{0 metilado

Wit

Fecha Espectro Imagen Tumor % cambio Tumor % cambio | Contraste Cavidad % Cavidad % Espectro
Volumen mm® Perimetro mm Volumen mm?® cambio Perimetro mm cambio

jul-08 tipo 2 Igual estudio anterior 31894,258 -0,10 % 1236,256 3359,569 211,569 Igual anterior
oct-08 tipo 2 29675,071 -2,55% 1193,823 -3,72% no 3501,238 2,41% 214,987 0,93% Igual anterior
feb-09 tipo 2 28694,295 -3,31% 1151,388 -3,55% no 3655,243 4,40% 216,897 0,89% Igual anterior
may-09 tipo 2 27313,296 -4,81% 1123,754 -2,40% no 3795,237 3,83% 218,199 0,60%

sep-09 sles 25511,198 -6,60% 1108,624 -1,35% no 4002,297 5,46% 218,933 0,34%

ene-10 tipo 2 igual 22742,256 -10,85% 1138,971 2,74% no 4056,777 1,36% 222,678 1,71% Igual anterior
may-10 tipo 2 igual 22859,357 0,51% 1148,167 0,81% no 4102,827 1,14% 221,548 -0,51% Igual anterior
ene-11 tipo 1 Volumen parcial 22745,658 -0,50% 1098,257 -4,35% 4118.25 0,38% 223,457 0,86% s/Mio
may-11 Malignizo!!! 138789,692 510,18% 3550.048 223,24% 1171 Naa Gly Lip
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacién tumor Anatomia Patolégica | Grado | 1p | 19q 10q CDKN2A | EGFR | p53 MGMT IDH1
7 27 | 22/11/2006 |Temporo-insular izquierdo [Oligodendroglioma 1 del |no del | PTEN del | normal |normal normal No metilado wt
Paciente 7
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Fechal Tipo tumor
& Yol Tumorimm3) @ Perim. Tumor{mm) a Yol Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm)})
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Fecha/ Tipo tumor
= % zambio Mol Tumor 8% cambio Peritm . Tumor & % cambio Vol Cavidad @ % cambio Perim . Casidad
Valores de normalizaci6n Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mm? | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm Ki 67 | KFS Dx. | KFS3m| KFS l1a.| KFS 2a| KFS 3al KFS4g. KFS 5a.
83193,025 1036,256 2770,077 207,332 5% 90% 80% 100% 80% 80% 90%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p

19q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

27

22/11/2007

Temporal izquierdo

Qligodendroglioma

I no

del

del

normal

normal

riormal

No metilado

R132H

Fecha | Espectro Imagen Tumor % cambio Tumor % cambio Contras Cavidad % Cavidad
P 9 Volumen mm® Perimetro mm te Volumen mm? cambio | Perimetro mm
nov-07 sle Neuronavegador s/e 99465,057 1832,703 no
nov-07 sle post cirugia s/e 71728,876 -27,89% 1689,233 -7,83% no 13827,439 328,711
X Disminuye edema-tumor ocupa cavidad i X
may-08 | tipo 2-3 post cirugia Espectro en cavidad 45266,244 -36,89% 1592,288 -5,74% no no quedo espacio Mio/Gly-Cho s/Naa
sep-08 tipo 2-3 Disminuye edema Espectro en cavidad 42240,714 -6,68% 1106,865 -30,49% no no quedo espacio T Cho { Mio/Gly
) Disminuye edema Espectro regién no )
ene-09 tipo 2 operada 40989,923 -2,96% 1202,139 8,61% no no gquedo espacio I Naa
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patologica

Grado| 1p

19q

10g |CDKNZ2A | EGFR

p53

MGMT

IDH1

27

22/11/2007

Temporal izquierdo

Dligodendroglioma

Il no del

del

no del | normal hormal

normal

No metilado

R132H

Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio :I'umor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;awdad % cambio | Espectro
VVolumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm

abr-09 tipo 2 Espectro sobre la regién no operada 41695,235 1,72% 1284,295 6,83% ngsgggici)o 1 Naa

dic-09 | tipo 2-3 | FIPIeR A eomae e oy S T 34051,416 -1833% | 1133,214 | -11,76% 345,237 178,256

may-10 | tipo 2-3 sle 38749,878 13,80% 1149,221 1,41% no 496,237 43,74% 198,218 11,20% sle

sep-10 | tipo 2-3 37951,186 -2,06% 1154,298 0,44% no 596,126 20,13% 208,239 5,06%

feb-11 sle 30647,802 -19,24% 1105,980 -4,19% no 675,815 13,37% 241,206 15,83% Cho
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica|Grado| 1p |[19q| 10q |CDKN2A| EGFR | p53 MGMT IDH1
8 27 22/11/2007 | Temporal izquierdo OQligodendroglioma Il ng del del | nodel | normal hormal normal No metilado R132H
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Fecha’ Tipo tumor
B % cambio Vol Tumor ®% cambio Peim. Tumor &% cambio Vol Cavidad @ % cambio Perim . Cavdad
I
Valores de normalizaci6n Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mm Cavidad Volumen fim|  CavidadPerimetranm Ki67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2a] KFS 3al KFS 4d. KFS 5a.
99465,057 1832,703 13827,439 328,711 14% | 100% 90% 90% 90% 90%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente

edad

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p 19q

10q

CDKN2A

EGFR

p53

MGMT

IDH1

9

30 12/07/2005

Frontal der.

Oligodendroglioma

Il no del

ng del nojdel no

normal normal No m

etilado

R132H

1
N
T e

b}

kS A

sle
ﬂlu“\m‘w"““»"{wrr"\’\'
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio ’Tumor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;aV|dad % cambio Espectro
VVolumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
jul-05 tipo 2-3 Neuronavegador 22990,676 624,870 No Cho-Lac-Glux
oct-05 | tipo 2-3 9014,809 -60,79% 521,591 -16,53% No 10068,408 385,049 Mi/Gly-T Naa
sep-06 tipo 2 11390,918 26,36% 790,027 51,46% no 9683,665 -3,82% 397,899 3,34% Cho -T Naa
nov-06 sle 12698,236 11,48% 796,236 0,79% no 9758,188 0,77% 397,370 -0,13% sle
abr-07 | tipo 2-3 crece edema 17052,820 34,29% 876,429 10,07% no 10928,140 11,99% 393,431 -0,99% { Cho
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Capitulo VII

Paciente

Fecha cirugia

Ubicacién tumor

Anatomia Patolégica

Grado

1p 19q

10q

CDKNZ2A

EGFR

p53

MGMT IDH1

9

12/07/2005

Frontal der.

Oligodendroglioma

1 n

D del

na del no

del

narmal

normal norn

nal No n

etilado

R132H

\H
\H”u‘

‘4 gl h\‘ﬂ"‘y‘, i

“W\

|
H\'\ ;\

”“‘H‘ ‘\H

Fecha | Espectro Imagen VoIJnli:enno:nm3 % cambio Pen’-{# er?r?)rmm % cambio | Contraste Volﬁ ;Vé?]ar?]ms % cambio Pel?i\elzlt?g%m % cambio Espectro
oct-07 tipo2 25657,400 50,46% 1251,678 42,82% no 9059,534 -17,10% 353,592 -10,13%

jun-08 tipo 2 | crece imagen hipodensa en cavidad | 32602,206 27,07% 1513,381 20,91% no 11164,317 23,23% 509,251 44,02% Mio-Lac
feb-09 tipo 2 33568,569 2,96% 1589,589 5,04% no 12456,569 11,57% 569,158 11,76%

ago-09 tipo 2 34369,289 2,39% 1798,326 13,13% no 12569,128 0,90% 568,924 -0,04% { Glux
dic-10 tipo 2 34924,574 1,62% 1673,796 -6,92% no 13569,127 7,96% 557,197 -2,06% Mio-{ Glux
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10q |CDKN2A| EGFR | p53 MGMT IDH1
9 30 12/07/2005 Frontal der.  Oligodendroglioma Il no del ngdel nojdel normal normal normal No metilado R132H
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Fecha!Tipotumor
w % cambio Wol. Tumor @ % cambio Ferim. Tumor & % cambio Vol Cavidad & % cambic Perim.Cavidad
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mrh | Tumor Perimetro mn Cavidad Volumen fim|  CavidadPerimetranm Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2al KFS 3a. KFS 4a. KFS 5a.
22990,676 624,870 10068,408 385,049 6% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10q |CDKN2A| EGFR p53 MGMT | IDH1

10 48 13/02/2006 | Fronto-temp izq. QOligodendroglioma I ng del no|del no del del normal |normal | Metilado |[R132H
Tumor o . Tumor o . Cavidad o . Cavidad o .
Fecha | Espectro Imagen Volumen mm? % cambio Perimetro mm % cambio | Contraste Volumen mm? % cambio Perimetro mm % cambio Espectro
mar-06 | tipo 2 post-cirugia 50182,593 1603,432 si 3279,164 240,767
may-06 sle 47909,765 -4,5% 1779,321 11,0% no 3439,247 4,9% 247,239 2,7%
ago-06 sle 23828,951 -50,3% 1084,390 -39,1% no 3547,288 3,1% 259,309 4,9%
nov-06 se 16098,958 -32,4% 679,406 -37,3% no 3619,208 2,0% 271,415 4, 7%
ago-07 tipo 2 8354,965 -48,1% 410,633 -39,6% no 3728,016 3,0% 284,836 4,9%
dic-07 tipo 2 9705,361 16,2% 613,914 49,5% no 3386,879 -9,2% 280,270 -1,6%
mar-08 | tipo 2 empiezan a empeorar, 20288,711 109,0% 991,471 61,5% no 3113,303 -8,1% 261,118 -6,8% lac
ago-08 | tipo 2 empiezan a empeorar 34894,002 72,0% 1604,987 61,9% no 2947,290 -5,3% 243,165 -6,9% lac
ene-09 sle 53371,793 53,0% 1497,122 -6,7% Si 2755,113 -6,5% 211,137 -13,2%
mar-09 | tipo 2- sigue a empeorando 60850,327 14,0% 1763,495 17,8% Si 2600,693 -5,6% 188,597 -10,7% T cho-lac
ago-09 sle 69892,676 14,9% 2134,099 21,0% si-difuso 2446,108 -5,9% 164,816 -12,6%
feb-10 sle empieza a cruzar CC 81909,292 17,2% 2327,422 9,1% si-difuso mas 2277,884 -6,9% 155,858 -5,4%
abr-10 | tipo2-3 96935,831 18,3% 2801,921 20,4% si-mucho 2110,730 -7,3% 136,793 -12,2% | | Naa. T Lac lip cho
jun-10 sle 116657,238 20,3% 3405,666 21,5% si-mucho 1938,960 -8,1% 119,108 -12,9%
jul-10 sle 141755,234 21,5% 4142,707 21,6% si-mucho 1772,099 -8,6% 103,642 -13,0%
oct-10 | tipo 3-4 | casilos dos hemisferios, radioterapia | 166229,849 17,3% 5548,690 33,9% si-mucho 1502,237 -15,2% 89,462 -13,7% ™ cho lipidos
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Fecha/ Tipo tumor Fecha/ Tipo tumor
@ Vol. Tumor (mm3) @ Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) ® % cambio Vol. Tumor m % cambio Perim. Tumor A % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad
Valores de normalizaci6n Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mm? | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm Ki 67 | KFS Dx. | KFS3m| KFS l1a.| KFS 2a| KFS 3al KFS4g. KFS 5a.
50182,593 1603,432 3279,164 240,767 3% 100% 100% 100% 100% 90% 60%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacién tumor | Anatomia Patoldgica | Grado | 1p 19q 10q CDKN2A| EGFR | p53 MGMT IDH1
11 39 11/05/2006 | Frontal derecho Oligodendroglioma Il nqg del nol|del DMBT1 del | normal |normal normal No metilado R132H
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio :rumor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;aV|dad % cambio Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
may-06 | tipo 2 Nueronavegador 141665,174 2325,329 si cruza CC-gly Lac
jul-06 sle 40324,980 -0,71% 1619,885 -30,34% no 35719,839 792,568
oct-06 | tipo 2-3 58848,214 45,93% 2628,422 62,26% no 36808,241 3,05% 826,221 4,25% 1 colina-gly-lactato, ¥ Cr
mar-07 igual 54635,846 -7,16% 2366,838 -9,95% no 38125,612 3,58% 867,334 4,98%
jul-07 tipo 2 se achica 50010,427 -8,47% 2279,630 -3,68% no 39739,451 4,23% 883,313 1,84% J gly-cho
dic-07 igual empieza a crecer CC para atrds | 52996,756 5,97% 2323,492 1,92% no 40332,703 1,49% 900,309 1,92%
mar-08 | tipo 2-3 57245,493 8,02% 2371,854 2,08% no 41141,069 2,00% 919,048 2,08% T Cho
jun-08 sle 59175,913 3,37% 2347,239 -1,04% si 41355,142 0,52% 975,599 6,15%
oct-08 | tipo 3-4 71883,843 21,47% 3095,588 31,88% si 42465,261 2,68% 1014,479 3,99% lipidos-T T 1 colina
ene-09 sle mucho refuerzo 91718,015 27,59% 3936,054 27,15% 43929,886 3,45% 1048,908 3,39%
abr-09 | tipo 3-4 144225,989 57,25% 4950,625 25,78% 47335,402 7,75% 1092,109 4,12% T lipidos-T1 colina
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; Fecha/ Tipo tumor
Fecha/ Tipo tumor
® Vol. Tumor (mm3) @ Perim. Tumor (mm) 4 Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) ® % cambio Vol. Tumor @ % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mm?® | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS l1a.| KFS 2a| KFS 3a] KFS4d. KFS 5a. Muerte
141665,174 2325,329 35719,839 792,568 7% 90% 90% 100% 90% 50% 15/11/2009

Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacién tumor | Anatomia Patoldgica | Grado| 1p 19q 10qg |CDKN2A | EGFR p53 | MGMT | IDH1
12 47 | 01/02/2006 |Parieto occip. 1zg. Qligodendroglioma Il ng del noldel nodel nofmal normal normal N/D N/D
i 0,
Tumor % Tumor % Cavidad % Cayldad %
Fecha Espectro Imagen 3 . " . Contraste 3 . Perimetro | camb Espectro
Volumen mm® | cambio | Perimetro mm | cambio Volumen mm® | cambio mm o
dic-03 espec gliomatosis 1008,973 87,936 no
oct-04 casi normal 1641,867 62,73% 135,106 53,64% no puncién
dic-06 espec gliomatosis 2752,543 67,65% 215,869 59,78% no T Mio/gly
jun-07 sle 3876,413 | 40,83% | 298,848 | 38:44% ho
mar-08 | espec gliomatosis 6928,738 | 78,74% | 384,887 | 28:79% ho
jul-08 sle 10042,115 | 44,93% | 516,751 | 34.26% no
dic-08 sle 14330215 | 42,70% | 629,553 | 21.83% no
feb-09 espec gliomatosis 21325,429 48,81% 700,785 11,31% no
jun-09 | espec gliomatosis 31291,166 | 46,73% | 972,200 | 38.74% ho | Mio/Gly
ene-10 espec gliomatosis 52456,991 67,64% 1382,145 42,15% Si
abr-10 | espec gliomatosis 88300,393 | 68,33% | 2025548 | 46:55% si
sep-10 spec gliomatosis 150491,213 | 70,43% 3236,492 59,78% Si
feb-11 sle casi todo hemisferio izq 192417,030 | 27,86% 5763,738 78,09% Si
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Fecha/ Tipo tumor BechaAlinolumoy
® Vol. Tumor (mm3) & Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) ® % cambio Vol. Tumor @ % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mm?® | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2a| KFS 3a] KFS4a. KFS 5a.
1008,973 87,936 2% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 80% | 80%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afos
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado 1p 19q 10qg | CDKN2A | EGFR p53 MGMT IDH1
13 21 05/05/2005 Frontal der. Oligodendroglioma Il npodel nodel ngdel narmal normal normal Metilado |R132H
Fecha Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio :I'umor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio Qawdad % cambio Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
may-05 tipo 2 Neuronavegador 16838,849 300,716 no
jul-05 | no se puede definir post cirugia 1811,796 -89,24% 132,053 -56,09% no 961,267 88,469
may-06 tipo 2 2243,509 23,83% 171,920 30,19% no 904,005 -5,96% 75,115 -15,09% gly-lac
nov-06 tipo 2 3050,703 35,98% 196,335 14,20% no 578,752 -35,98% 69,781 -7,10%
nov-07 tipo 2-3 4385,712 43,76% 242,311 23,42% no 452,119 -21,88% 61,611 -11,71% | gly-lac-cho
abr-08 tipo 2-3 7088,385 61,62% 417,026 72,10% no 312,811 -30,81% 50,505 -18,03% | gly-lac-cho
oct-08 tipo 2 12721,896 79,48% 516,911 23,95% no 188,507 -39,74% 44,456 -11,98% | 4 gly-lac-cho
mar-09 tipo 2-3 15798,269 24,18% 625,181 20,95% no 165,715 -12,09% 42,129 -5,24% gly-lac-cho
oct-09 tipo 2 22909,144 45,01% 713,079 14,06% no 147,068 -11,25% 39,167 -7,03% lac-cho
abr-10 sle 34528,653 50,72% 868,560 21,80% no 128,420 -12,68% 34,897 -10,90%
sep-10 sle 46842,435 35,66% 1042,650 20,04% no no se resuelve no se resuelve
feb-11 tipo 2 53775,078 14,80% 1224,988 17,49% no no se resuelve no se resuelve
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X Fecha/ Tipo tumor
Fecha/ Tipo tumor » ) ) ) ] ) ) )
& Vol. Tumor (mm3) & Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) ® % cambio Vol. Tumor @ % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad
Valores de normalizacién Escala Karnofsky (KPS)
Tumor Volumen mm?® | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2a| KFS 3a] KFS 4d. KFS 5a.
1811,796 132,053 961,267 88,469 10% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Dx: Diagnosticom: mesesa:afios
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Capitulo VII

Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10q |CDKN2A| EGFR p53 MGMT | IDH1
14 38 | 22/08/2007 |Frontal derecho |Oligodendroglioma Il parcial |parcial |nodel | normal pormal normal Metilado | R132H
Fecha Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio :rumor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio C}awdad % cambio Espectro
Volumen mm Perimetro mm Volumen mm Perimetro mm
ago-07 tipo 2 neuronavegor 69061,559 1329,260 si, chico
oct-07 sle 37477,374 -45,73% 1034,026 -22,21% | si, chico 3632,995 156,366
feb-08 tipo 2-3 31353,531 -16,34% 982,204 -5,01% si, chico 4226,630 16,34% 161,067 3,01% doble pico Lid
may-08 tipo 2-3 24580,912 -21,60% 927,267 -5,59% si, chico 4957,020 17,28% 166,473 3,36% doble pico Lid-cho elevada
oct-08 tipo 2-3 22920,765 -6,75% 890,073 -4,01% 5224,850 5,40% 170,479 2,41% { cho-doble pico lip
mar-09 tipo 2-3 19703,930 -14,03% 830,898 -6,65% 5664,821 8,42% 177,280 3,99% {cho-doble pico lip
oct-09 tipo 2-3-igual 17319,537 -12,10% 800,347 -3,68% 6362,016 12,31% 183,425 3,47% 4 cho-doble pico lip
feb-10 tipo 2-3-igual 17354,176 0,20% 801,947 0,20% 7508,141 18,02% 189,795 3,47% { cho-doble pico lip_Mio
ago-10 tipo 2-3-igual 18080,824 4,19% 907,694 13,19% 7573,547 0,87% 229,628 20,99% { cho-doble pico lip_Mio
ene-11 tipo 2-3-igual 18116,986 0,20% 909,056 0,15% 7590,209 0,22% 233,761 1,80% {-doble pico lip_Mio
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Fecha/ Tipo tumor
® Vol. Tumor (mm3) & Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) m % cambio Vol. Tumor ® % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad

Valores de normalizacién

Tumor Volumen mm?®

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mnt

Cavidad Perimetro mm

69061,559

1329,26

3632,995

156,366

Escala Karnofsky (KPS)

Ki 67 | KFS Dx.

KFS 3m

KFS 1la.

KFS 2a,

KFS 3a

KFS 43.

KFS 54.
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100%
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ien irugi icacién tumor atomi dgica | Gr
Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado| 1 19 10 CDKN2A | EGFR 53 MGMT | IDH1
15 40 | 04/07/2007 |Frontal derecho. Mixto Il nodel |parcial |[DMBT1del | LOH normal |normal |Metilado [R132H
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio :I'umor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;awdad % cambio | Espectro
VVolumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
jul-07 tipo 2-3 37964,622 1013,758 no colina-gly
nov-07 tipo 2-3 post-cirugia 11260,172 -70,34% 678,296 -33,09% no 6010,757 191,319
ene-08 tipo 2-3 13114,957 16,47% 722,314 6,49% no 6134,519 2,06% 194,423 1,62% colina-gly
may-08 tipo 2 14482,872 10,43% 799,496 10,69% no 6214,499 1,30% 189,229 -2,67%
feb-09 | casi normal 18857,947 30,21% 839,353 4,99% no 6449,164 3,78% 191,588 1,25%
may-09 | casi normal 21443,983 13,71% 897,819 6,97% no 5773,676 -10,47% 195,401 1,99% gly
oct-09 | casi normal 19441,228 -9,34% 866,478 -3,49% no 5944,008 2,95% 188,920 -3,32%
mar-10 | casi normal 20563,240 5,77% 869,236 0,32% no 6074,772 2,20% 187,105 -0,96%
jul-10 | casi normal 17108,635 -16,80% 831,876 -4,30% no 6164,464 1,48% 184,839 -1,21%
dic-10 normal 17047,294 -0,36% 817,125 -1,77% no 6298,571 2,18% 179,751 -2,75%
Paciente 15 Paciente 15
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Valores de

normalizacion

Tumor Volumen mm?

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mn?

Cavidad Perimetro mm

37477,374

1034,026

6010,757

191,319

Escala Karnofsky (KPS)

Ki 67
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Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patologica | Grado | 1p | 19q 10qg |CDKN2A | EGFR p53 MGMT | IDH1
16 40 | 03/07/2006 |Frontal Izquierda |Oligodendroglioma Il del | no del (nodel |normal normal nprmal Metilado |[R132H
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio T umor % cambio | Contraste Cavidad 3 % cambio C}awdad % cambio | Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
mar-06 | tipo 2 19998,206 716,412 no
jul-06 tipo 2 neuronavegor 24617,544 23,10% 923,905 28,96% no
sep-06 sle 13681,331 -44,42% 789,887 -14,51% no no se llega a distinguir
abr-07 sle 14145,268 3,39% 869,574 10,09% no 1556,530 92,112
nov-07 | tipo 2 15189,030 7,38% 906,511 4,25% no 1774,753 14,02% 93,599 1,61% lac
may-08 | tipo 2 15639,760 2,97% 807,064 -10,97% no 1916,476 7,99% 97,033 3,67%
sep-08 | tipo 2 mejoran 16551,386 5,83% 898,253 11,30% no 2084,040 8,74% 100,322 3,39%
abr-09 sle 19750,841 19,33% 949,978 5,76% no 2486,894 19,33% 102,055 1,73%
abr-10 tipo 2 21617,506 9,45% 1059,673 11,55% no 2839,451 14,18% 105,590 3,46%
feb-11 tipo 2 | empeora x la posicion, crece sus gris super| 23176,087 7,21% 1094,370 3,27% no 2889,127 1,75% 99,329 -5,93% | Tcho-Ymio
Paciente 16 Paciente 16
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Fecha/ Tipo tumor

= Vol. Tumor (mm3) @ Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm)

Fecha/ Tipo tumor

= % cambio Vol. Tumor m % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad

Valores de normalizacién

Tumor Volumen mm?®

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mnt

Cavidad Perimetro mm

19998,206

716,412

1556,530

92,112

Escala Karnofsky (KPS)
Ki 67 | KFS Dx. | KFS 3m| KFS la.| KFS 2a| KFS 3a| KFS44. KFS 5a.
2% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 90%
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Paciente | edad | Fecha cirugia| Ubicacion tumor | Anatomia Patoldgica | Grado | 1p 19q 10g |CDKN2A| EGFR | p53 MGMT | IDH1
17 68 | 07/11/2005 |Temporal izquierdo. | GBM 2rio. Oligo IV nodel ngdel nojdel ngrmal normal normal Metilado |R132H
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio T umor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio Qawdad % cambio Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
jul-03 | tipo 2-3 | post cirugia muy difuso-mala calidad imagen no 44296,4905 872,2601
may-04 imagenes perdidas no
abr-05 imagenes perdidas no
sep-05 | tipo 2-3 88961,608 4058,450 no 11607,968 571,755 tiene gly-glux_cho
mar-06 | tipo 2-3 72732,110 -18,24% 3836,941 -5,46% no 18233,260 57,08% 689,159 20,53%
may-07 | tipo 2 66219,454 -8,95% 3618,421 -5,70% no 19321,701 5,97% 704,858 2,28% Gly/Mio
sep-07 tipo 2 60820,301 -8,15% 3308,759 -8,56% no 20371,955 5,44% 728,987 3,42%
jul-08 tipo 2 52749,792 -13,27% 3004,441 -9,20% no 22174,116 8,85% 762,510 4,60% Gly/Mio
nov-08 sle 46039,721 -12,72% 2738,705 -8,84% no 24994,789 12,72% 807,472 5,90%
mar-09 | tipo 2 43489,210 -5,54% 2741,562 0,10% no 24077,598 -3,67% 903,903 11,94%
ago-09 | tipo2 40016,386 -7,99% 2490,115 -9,17% 26000,311 7,99% 937,064 3,67%
mar-10 | tipo 2 36517,615 -8,74% 2279,098 -8,47% 28273,608 8,74% 968,828 3,39%
nov-10 tipo 2 28770,157 -21,22% 1997,760 -12,34% 31711,524 12,16% 861,246 -11,10%
Paciente 17 Paciente 17
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Valores de normalizacion

Tumor Volumen mm?®

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mnt | Cavidad Perimetro mm

88961,608

4058,45

11607,968
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Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patolégica | Grado| 1p 19q 10q |CDKN2A| EGFR |p53| MGMT |IDH1
18 52 12/02/2008 Frontal derecho Qligodendroglioma 1 ng del no|del no del LOH |normal | E5 | Metilado | mut
Fecha | Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio T umor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;awdad % cambio Espectro
VVolumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
feb-08 tipo 2 21573,879 590,967 gly-lac
jun-08 | tipo 3-4 post 7187,593 -66,68% 471,236 -20,26% si 2870,712 161,017 muchos lipidos
oct-08 | tipo 3-4 8036,566 11,81% 523,930 11,18% si-igual 2898,968 0,98% 162,968 1,21% doble pico MM-lipidos
ene-09 | tipo 3-4 9435,247 17,40% 657,042 25,41% si-igual 2941,013 1,45% 167,453 2,75% aumenta Cho
may-09 | tipo 3-4 10757,552 14,01% 727,423 10,71% si-igual 2929,182 -0,40% 175,638 4,89% J-doble pico MM
ene-10 | tipo 2-3 12322,281 14,55% 852,108 17,14% si-igual 2964,687 1,21% 178,900 1,86% J-doble pico MM
jul-10 tipo 2 15026,816 21,95% 902,598 5,93% 3046,024 2,74% 181,550 1,48%
nov-10 | tipo 2 18740,150 24,71% 996,689 10,42% 3140,114 3,09% 186,281 2,61%
abr-11 | tipo 2 21062,614 12,39% 1108,009 11,17% no 3106,086 -1,08% 207,031 11,14%
Paciente 18 Paciente 18
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= Vol. Tumor (mm3) = Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm)

Valores de normalizacion

Tumor Volumen mm?®

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mnt

Cavidad Perimetro mm

21573,879

590,967

2870,712

161,017
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Paciente | edad | Fecha cirugia Ubicacion tumor Anatomia Patologica | Grado| 1p 19q 10q CDKN2A | EGFR | p53 MGMT | IDH1
19 36 17/09/2007 | Pre-rolandico izquierdo Qligodendroglioma I no|del no del ambas del | normal |normal normal |Metilado |R132H
Fecha Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio ’Tumor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio (;awdad % cambio Espectro
Volumen mm Perimetro mm VVolumen mm Perimetro mm
sep-07 sle 11387,476 824,213 si
ene-08 tipo 2 12971,772 13,91% 450,609 -45,33% no nada nada tiene lactato
ago-08 tipo 2-3 14217,158 9,60% 621,155 37,85% nada nada doble pico lip-lactato
nov-08 tipo 2-3 16078,615 13,09% 762,907 22,82% nada nada TNaa--doble pico lip
mar-09 tipo 2-3 17385,711 8,13% 799,693 4,82% no 1550,730 100,571 igual
jul-09 tipo 2 17211,854 -1,00% 791,696 -1,00% 1655,838 6,78% 120,045 19,36% { cho,, T Naa
mar-10 | tipo 2-casi normal 17039,735 -1,00% 783,779 -1,00% 1837,502 10,97% 130,882 9,03% Jcho, MM
jul-10 casi normal 17463,717 2,49% 799,693 2,03% 2094,557 13,99% 156,167 19,32% igual
dic-10 casi normal 17224,183 -1,37% 757,860 -5,23% 2432,247 16,12% 155,325 -0,54% MM -4 Naa
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® % cambio Vol. Tumor & % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad

Valores de normalizacion

Tumor Volumen mm?

Tumor Perimetro mm

Cavidad Volumen mn?

Cavidad Perimetro mm

11387,476
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1550,730

100,571
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Paciente | edad | Fecha cirugia | Ubicacion tumor | Anatomia Patologica | Grado| 1p 19q 10q |CDKN2A| EGFR |p53| MGMT | IDH1
20 42 | 06/01/2005 |Frontal derecho. QOligodendroglioma Il nqg del no|del nodel normal normal E5 | Metilado |R132G
Fecha Espectro Imagen Tumor 3 | % cambio /Tumor % cambio | Contraste Cavidad 3 | % cambio C}awdad % cambio Espectro
VVolumen mm Perimetro mm \Volumen mm Perimetro mm
ene-05 tipo 2-3 32418,457 1527,754 no pico alto colina
abr-05 tipo 2 post 2565,576 -92,09% 132,681 -91,32% no 18023,629 387,509
jul-05 tipo 2 2773,508 8,10% 145,738 9,84% no 18057,714 0,19% 396,407 2,30% Mio
oct-05 tipo 2 3122,750 12,59% 178,143 22,23% no 18110,770 0,29% 416,973 5,19%
feb-06 tipo 2 3649,335 16,86% 218,783 22,81% no 18182,030 0,39% 439,169 5,32%
nov-06 sle 4208,378 15,32% 276,094 26,20% no 18247,020 0,36% 466,012 6,11%
jun-07 tipo 2 4817,502 14,47% 296,795 7,50% 18308,646 0,34% 468,458 0,52% Mio
dic-07 casi normal 5299,719 10,01% 349,234 17,67% 18351,407 0,23% 474,252 1,24%
jul-08 casi normal 6472,778 22,13% 400,021 14,54% 18446,186 0,52% 479,080 1,02%
dic-08 sle 8111,821 25,32% 488,046 22,01% 18576,973 0,71% 486,459 1,54%
jun-09 | casinormal 10398,039 28,18% 598,058 22,54% 18723,573 0,79% 494,135 1,58%
ene-10 | casi normal 11835,608 13,83% 728,215 21,76% 18796,054 0,39% 501,663 1,52%
ago-10 sle 14172,339 19,74% 887,279 21,84% no 18899,960 0,55% 509,333 1,53%
ene-11 | casinormal 16561,133 16,86% 952,878 7,39% no 18922,614 0,12% 532,993 4,65% espectro casi normal
Paciente 20 Paciente 20
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® Vol. Tumor (mm3) m Perim. Tumor (mm) a Vol. Cavidad (mm3) o Perim. Cavidad (mm) = % cambio Vol. Tumor ® % cambio Perim. Tumor a % cambio Vol. Cavidad o % cambio Perim. Cavidad

Valores de normalizacién

Tumor Volumen mm?® | Tumor Perimetro mm | Cavidad Volumen mn? | Cavidad Perimetro mm

12971,772 450,609 18023,629 387,509

Escala Karnofsky (KPS)
KFS 3m| KFS 1a.| KFS 2a| KFS 3a

80% 100% 100% 100%
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VIl.4 Analisis

Actualmente la caracterizacion anatomo patal@gi genética de los tumores gliales que se
realiza permite tipificar el tipo (y subtipo)ldamor, que estd muy asiado con la evolucion
del mismo y la sobrevida del paciente. Sirbarmgo, esta categorizacion no es rigurosamente

fiel en lo que respecta a la evolucién del tumor.

En este marco es donde se asienta la ideastdetrabajo, esto es, determinar si la ERM

clinica brinda informacién adicional sobre la evolucién de los tumores gliales.

En este trabajo se utilizaronlealos parametros para tipifickr evolucion de los tumores,
cambios en las imagenes como un parametrardelmiento (o disminuén) del tumor, y la
presencia de alguna region que contrasta, como parametro de agresividad del tumor por
rompimiento de la barrera hematoencefaliga. consideré también el perfil genético del
tumor siguiendo el modelo de agresividad etabdo por el Dpto. de Biologia Molecular de

Fleni®®.

No se consideraron otras técnicas de imageoe® las secuencias de perfusion y difusion.
Los estudios de perfusion basados en imagenegud se realizan en tumores permiten
estimar el volumen sanguineo del tejido tumoral, spieslaciona directamente con la tasa de
crecimiento y agresividad del mismo. Esta seci@emostrd ser muy importante en el estudio
de la respuesta al tratamientotdmores de alto gdo (tipo 11I-1V)?*. El estudio de difusién

permite estimar la densidad celular de los tsjiden tumores gliales, mayor densidad celular

es un indice también de mayor agresividad

En este andlisis tampoco se considero ehrmanto farmacologico o de radioterapia al que

fue sometido el paciente.

De los casos analizados y desde la pets@e del paciente con un tumor glial, el
comportamiento de los tumores individglmuestra una conducta que algunas veces no
coincide con el comportamiento esperado quigesdel analisis grupal de tumores (Cap ).
Este hecho habilita a pensar en técnicagndgenes y espectroscopia que permitan seguir y

predecir la evolucion de los mismos.

Asi por ejemplo, el caso del paciente 1g(pE51 a 153), con un Oligodendroglioma (O) de
grado Il con un perfil genético de delecionil9y, MGMT metilado, IDH1 mutado y bajo K-
67, todos factores indicativake un buen pronostico, muestra un comportamiento agresivo,
con espectros con un doble pico de MM gmeningln momento remite, con un descenso

marcado del indice KFS. Luego el tumor empiazerecer cruzando eluerpo calloso con
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espectros con alto nivel de Cho, MM y refzeerComparado con un conjunto de tumores O

de este trabajo (pacient@gpag. 174 a 176), 13 al 20 (pag. 180 a 187), con no tan buenos
perfiles genéticos donde existe un moderadmesto (a veces disminucién) del volumen
tumoral, sin refuerzo y con espectros que se mantienen estables, este tumor muestra un

comportamiento inusual.

Del mismo modo otros tumores que no sigueeMalucion que se esperaria por su perfil
anatomo-genético son los pacientes 2 (i&¢. a 156) y 3 (pag. 157 a 158), dos tumores
mixtos (OA, grado lll). En el caso deslgacientes 2 (Ki-67=2%) y 3 (Ki-67=10%) se
observa que las imagenes se estabilizataerafio, no refuerzan y los espectros pasan de
tener un patrén agresivo con Lip y Cho mutps a espectros tipo 2. Comparado con el
paciente 4 (pag. 159 a 161) un OA grado(MI-67=2%), con un aparente mejor perfil
molecular al tener la delecidip-19q y mutacion IDH1, se wdaramente lo diferente del
comportamiento ya que tiene un crecimiembuy rapido con aumento del refuerzo y
espectros con un perfil tipo 2-3 con picos fltte Cho y Lip. Sin embargo no es posible
definir por los espectros debi®9 y jul-09 que en el proximestudio el tumor iba a cambiar
radicalmente su comportamiento, salvo por la aparente disminucigicdale Mio/Gly y el

aumento del volumen de la lesién.

Dos casos interesantes de resaltar, porque ranestudamente la evolucion de un tumor de
alto grado, asi como la utilidad y limitacion ldeERM clinica son I pacientes 5 (pag. 162 a
164) y 6 (pag. 165-167), que presentan dos tusngrado IV. En el caso del paciente 5 se
observa una lesién temporal derecha que amaoge rapido, con los primeros espectros casi
normales por efecto del volumen parcial. Sirbargo, en 4 meses, cuando la imagen todavia
no define claramente la lesi@el paciente y aun cuandoespectro de 30 ms tiene mucho
artefacto (imposible de utilizar en una cuacéiion, aun cualitativajlebido a la ubicacién
del voxel, se distingula caida del Naa y el aumentoldeCho. Los espectros de 30 y 136 ms
ya indican una posible lesién tumoral de atado por el tamafio del pico de Cho. En el
siguiente estudio, la imagen y espectro clardaengmlican que la lesion es un tumor de grado
IV. En este caso de un tumor de crecimienfod@ el espectro de 3@s, si bien de muy
mala calidad e imposible de usar en una cuantificacién de los metabolitos, fue predictivo
cualitativamente de la evolucién de la @si En el caso del paciente 6 se tiene un
comportamiento similar, con espectros posigia casi normales en imagenes que no
muestran un gran tamafo de resto tumoral, peespectro del 03/2008 indica la presencia de
tumor por los picos de Cho y Lip, que despuésosmboré en las imagenes de los siguientes

estudios. Estos dos estudios exponen taminénimitacion de la espectroscopia monovoxel,
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la imposibilidad de poder rde& en regiones muy corticgd o con poco tejido, donde los

espectros salen distorsamos y con artefactos.

El paciente 7 (pag. 168 a 170) es un caso retevde la posible utilidad de la ERM en el
seguimiento de los tumores gliales. Un O con un perfil genético no muy bueno, ya que solo
tiene alterado el gen 10qg, marcador de pr@d&m, pero en las imagenes y los espectros es
un tumor estable. Por imagenes el tamafio de la lesion parecia desminuir un poco en cada
estudio y los espectros sdipo 2, sin Cho ni Lip, moderadzaida del Naa y un importante

pico de Mio. Sin embargo, e#l estudio de 01/2010, con uimaagen similar a la de los
estudios anteriores, el espectro muestradiaa@ disminucion de MVGly y en el estudio
siguiente la imagen y el espectro mostroé un garndal en el perfil de agresividad del tumor.

En el Capitulo VI el Mio elevado mostré aar marcador de tumores de bajo grado. En la
misma linea con los resultados del Capitulo Viekeastudio del 05/201de este paciente en

otro espectro es posible inferir la presenciastie (no se realizé el espectro con TE de 136

ms para confirmarlo) un marcador de tumoréseg de alto grado y Gluc/Tau (Fig. VII.3).

Figura VII.3: Espectro del paciente 7 del 06/2011

. \ donde se observan dos picos, presumiblementg Gly
y Gluc/Tau que no se observaban en los estudios
) previos.

Glue/Tau

Un patrén interesante de crecimiento del tyndonde el tumor ocupa en la cavidad creada
por la cirugia, se tiene con el pacie®gpag. 171 a 173) donde no existe un aumento
importante del tejido tumoral no removido por laugia. En este paciente coexisten dos tipos

de espectros distintos, tipo 2-3 del tejido tumoral ocupante de la cavidad con un elevado pico
de Cho y un espectro tipo 1-2 en la regiérntajelo no operado. En los ultimos estudios de
este paciente, el tejido ocupante disminuyepia de Cho se reduce respecto a los estudios
anteriores. Un comportamiento similar de creemto de tejido tumoral es el del paciente 13
(pag. 180), que muestra un patron de crecimigggao, con espectros estables tipo 2-3 que

se estabiliza en tipo 2 en los ultimos estudioside el tumor ocupa la cavidad creada por la
remocion del tumor, aunque es un O graddQuiizas los altos valores de Ki-67=10% del

paciente 13 y 14% debpiente 8 sea el origen de este comportamiento tan particular.
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Claramente, donde resulta mas trascendentesgreld evolucion de un tumor, es en los
tumores grado IlI-1ll, que son los que puederlign&Zzarse a grado IV. Es el caso de los
pacientes 10 y 11 (pag. 177 y 178) que prasetumores O grado |l, ambos con delecidon
IDH1, con MGMT metilado y deleciones CDK2N (paciente 10) y 10q (paciente 11). En el
caso del paciente 10 después de un periodquenel tumor disminuye de tamafio y los
espectros son tipo 2 el tumor comienza a cremenque los espectros no reflejan en ese
periodo una malignizacion del tumaeglvo por la presencia @mormal de Lac. Después los
espectros cambian hasta llegar a ser del tipmiéntras el tumor sigue creciendo entre
estudios. Sin embargo, con el paciente 11, el atovdel tamafio de la lesion, el refuerzo del
tejido tumoral y la agresividad del espect@nciden temporalmente. Estos dos casos de
progresion no parecen mostrar un mismo patt®rcomportamiento, imagenes y espectros

pueden evolucionar de modo independientes.

Un caso de un tumor glial muy bigéipificado por imagenes y esgeos es el del paciente 12
(pag 179) con una gliomatosis cerebri, con usa te crecimiento muyrande (entre 45% y
70%) entre estudios sucesivos (menos de 63hgaen espectro con disminucion del pico de
Cho y Naa, pero con un aumento en el mleoCr que muestramn patron que se podria
confundir con un espectro normal por el bajo gleoCho. En este caso las imagenes, junto

con un espectro tan caracteristayadan al diagnostico (Fig. VIl.4).

M09/01/2010
Figura VIl.4. Espectros caracteristicae Gliomatosis Cerebri del paciente 12 con
aumento de la Cr y Mio y disminucién de Cho.

El resto de los tumores 14-20 (pag 181 &)l18odos Oligodendrogliomas con distintos
perfiles genéticos, tienen un comportamiento estable, con espectros similares o0 mejorando
entre estudios sucesivos, y con volumenesiah®res aumentando con tasas bajas (menos de

20%) o en algunos casos disminuyendo, dos pdrasngue resaltan su baja agresividad.

De estos estudios se puede inferir quec@hportamiento de los tumores es bastante
heterogéneo, no parece haber un parametro definido en las imagenes o del espectro que
notoriamente permita definir como va a evolucramatumor de grado II-1ll en el corto plazo

y cuando va a empezar a tener un comportamiento agresivo post-cirugia. En el caso de los
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tumores grado IV la evolucion de los misngempre es muy agresiva en el corto plazo,
siendo la etapa mas temprana del tumor don&8&M tiene mayor utilidad para remarcar la

agresividad, antes de que se maniéesinvada el resto del tejido.

Sin embargo es posible afirmar, que se tisnegrupo con una evolucién muy clara a la
progresién, con aumento de la masa tumoaainento de la regidon que contrasta y/o
espectros con un patron de Cho y Lip altoppy otro lado un grupo de tumores que crece
mas lentamente o se achica, con un patrén de espectro con una Cho no tan elevada o normal,

una caida del Naa, sin Lip y un moderado aumento de MM y posiblemente Lac.

VI1.5 Discusion

El primer tratamiento de la mayoria de los tumores gliales es la cirugia. El propésito es
remover la maxima cantidad posible sin afeatgiones que discapiten seriamente la
calidad de vida del paciente. Sin embargo, paraiacteristica difusa de estos tumores, la
mayoria de las veces quedan restos de célutamales imposibles demover. Como se vio
en el punto anterior de este capitulo, nbnho fue posible obtener claramente algun
pardmetro relevante de un espectro monovox@&@0dms que prediga la malignizacion de un
tumor, hay patrones de espectros y metabotjtes ayudan a definir e@dstado de un tumor
glial operado y su posible evolucion. Ercako de los tumores gliales de grado 1l-Ill, donde
la evolucidn de estos tumores puede segalalos espectros clinicos en un estudio
longitudinal post-cirugia podrian ser de machtilidad. Sin embargo, la técnica de
adquisicién de espectros de tumores gliales giostia en un estudio de este tipo cuenta

actualmente con algunos problenmaportantes a solucionar:

1- Problema Poder realizar todos los estudiosn los voxels en la misma ubicacion

anatémica sobre el tumor y con loegsmos parametros de adquisicion..

Esto permitiria hacer una comparacion real de los espectros ya que los espectros serian
reproducibles y los cambios serian realme@mbios metabdlicos y no por cambios en la

posicion del voxel y/o homogeneizacion.

El realizar espectros longitudinales en un naigraciente en exactamente la misma ubicacién
es el principal problema para realizar una carapion cuantitativa de los espectros. En la
adquisicion de los espectros en los resonad@itesusados en este trabajo, no es posible
angular el voxel del espectnodependientemente de la anguladlé@ia imagen de referencia
donde se ubica el voxel. Esto impone un linnitey grosero al posignamiento del voxel
sobre la lesion. Y si bien en los sucesivestudios se busca siempre tener la misma
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angulacion en las imagenes anatdmicase gmsicionamiento es manual y operador

dependiente.

Asi, modificaciones en la ubicacion del voxel ewliferentes estudios implica, en el peor de
los casos que se puede estar evaluando espewtn diferentes pporciones de tejido

tumoral y “no tumoral” (volumen parcial), ya si el tumor es muy grande y el voxel abarca
todo el tumor, la heterogeneidad de los tum@ueeden mostrar un patron de tumor distinto si
los voxels estan en distintas posiciones. thmaplicacién adicional es que la calibracion del
espectro puede variar por la cercania aoregs que dificultan la homogeneidad del voxel,
dando espectros que son dificitess comparar (paciente 3-edios feb-2011, paciente 7 jun-

2010), aun de voxels en pasigces muy parecidas.

Es posible, en principio, repetir espectros en la misma ubicacion en un estudio longitudinal
con las actuales técnicas deregistracion de imagenes queuséizan en algunos equipos de
MRI. Por medio de la corregistracion de iméaggnse consigue rotgrtrasladar (y a veces
deformar) una imagen o grupo de imagenes mpie coincida anatémicamente con una

imagen de referencia o patrdon varias las téorms de corregistraciduilizadas, algunas

dependen de la regidén de cueque se quiere corregistrar.

b) Im&genespre-cirugia

Figura VII.4: Ejemplo de corregistracion de a)
estudio de un paciente con tumor en parietal der
operado con b) la imagen del mismo paciente previo
cirugia. Se ve en c¢) como cambia la rotaciéon de
imagenes vy coinciden las orbitas oculares. La diferg
en los ventriculos se debe a una dilatacién de los mi
por la cirugia y el atamiento del tumor.

N
echo
ala
las
ncia
5MO:

¢) Imé&genespod-cirugia corrgistradas

En el caso de cerebro y entmarlar si se va a corregistraua paciente con él mismo en un
estudio longitudinal, una corregistracibnnc® grados de liberta es suficiente. La
corregistracion genera una matriz de rdaiacly traslacion (matriz de 4x4, matriz de

coregistracion) de la imagen (Fig. VII.4).
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En un estudio de espectroscopia monovoxeljogkl queda identificadpor el centro del
voxel (3 coordenadas) y el tamafio del voxel (@peetros). Asi, para repetir un espectro en
la misma ubicacion anatémica en estudios siuos, después de la corregistracion de las
imagenes con el estudio anteries posible inferir las nuevasardenadas de la ubicacion del
voxel con la misma matriz de cegistracion que se genero. Eteesaso solo se necesita las
dos imagenes del paciente, la del estudievipry la que se esta adquiriendo y las

coordenadas del voxel del espectro del estudio previo (Fig. VIL.5).

el Automatic Followup

Figura VII.5: Diagrama de reubicaciéon de un voxiglspués de la corregistracion de las
imagene¥’.

Solucién Se deben integrar program@e corregistracion de imagenes y de ubicacion de los
voxel de espectroscopia en es@aador para realizar el egro en exactamente la misma
ubicacion que los anteriores. Esto solo lo pudtkcer las empresas proveedoras los equipos

de resonancia clinicos.

2- Problema reconocer cual es la region snaagresiva del tumor, dada la
heterogeneidad de algunos tumores gliales y tener en cuenta el problema de volumen

parcial.

Claramente, cuando menos tumor se pued@wvemen una cirugia, es mas probable que
alguna de las células tumorales malignice ytumor de grado ll-lll sdransforme en un
grado IV. Cuando mas grande es el tumothaee mas dificil determinar la region mas
agresiva para ubicar el voxel del espectro.l&tumores mas agresivos, el conjunto de
imagenes anatomicas i(fcon y sin Gd, 7, FLAIR, GRE) y funcionales (difusion y
perfusién) ayudan a definir la region mas esgntativa de la $8n. La captacion de

gadolinio y/o la perfusibn aumentada o camhdescontraste que se ven en la secuencia
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FLAIR o restriccion de la difusion en el tumsmn buenos marcadores de cambios celulares y

por lo tanto de mayor agresividad.

Aun asi, usando el conjunto oeagenes que se adquierenuenestudio de MRI en tumores,

no siempre es posible asegurar que el voxel sieipoa en la regibn maspresentativa de la
agresividad del tumor, y qué si progresa, I@tali. Entonces, enmores agresivos donde la
imagen cambia mucho entre estudios, el problema puede no ser el repetir el espectro en la
misma ubicacion, sino definir cual Esregion mas agresiva deimor que dard el espectro

mas representativo del grado del tumor y que Isar@gion que mas cambiara entre estudios.

En tumores de baja tasa de crecimiento, regfidn suele mantenerse sin cambios importantes

de las imagenes y espectros (paciente 2).

Solucion Es posible inferir en la mayoria de tosnores la region mas agresiva del mismo a
partir de las imagenes anatomicas y funcion&ésejor modo de estuali en estos casos el
tumor es realizar varios espectros cubriendo adiesion. El problema es que la duracién del

estudio se alarga 5-7 minutpsr espectro adicional.

3- Problema lograr la misma calida(SNR y FWHW) de espectro en todos los estudios
para poder comparar espectros y realizaantificaciones deconcentracion de

metabolitos.

El querer realizar un andlisis cuantitafiti®’ *°de los espectros tiene un problema adicional
gue es el de comparar cuantificaciones deatspede calidad simitas. Aun espectros con

el voxel en ubicacionesdénticas, pueden tener distintzalidad por elproceso de
homogeneizacion y cancelacion del agua quessnador realiza automaticamente previo a
una adquisicion. Como la calidad del espedapende marcadamente de la homogeneizacion
de campo magnético dentro del voxel (ancholate picos), aun “voxels” en la misma
posicién anatomica pueden tener distinta homdgaci@én debido a la diinta angulacién del

voxel respecto a los grihtes del resonador.

Solucién Una posible solucion a este problema es ver el espectro al mismo tiempo que se lo
estd adquiriendo. Esto permitirgéwvaluar la calidad del mismo antes de completar toda la
adquisicion (5-7 minutos) y cancelarlo si nolegena. Por otro lado es posible y existen
técnicas para intentar posicionar al paciecwa la cabeza en la misma posicion en el
resonador para intentar regucir la misma homogeneizacidn Al igual que con la
registracion de imagenes, depende el provedeldos equipos el podarviendo el espectro

al mismo tiempo que se adquiere. De no lmeEna la homogeneizacion (y la SNR) del

espectro, se podria realizar un log@neizacion mas fina o manual.
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Del analisis realizado en este trabajo con tumores gliales, es claro que no es posible inferir
precisamente como evolucionard (comwadividuo) un tumor glial de grado II-llI
caracterizado anatomo-genéticamgnteguido por imagenes y esfros, si bien analizados

por grupos tienen un comportamiento estadiddiferenciado. Sin embargo, resulta evidente

gue la ERM, junto con las imagenes definen cuando estas lesiones mejoran o empeoran por el
tratamiento. Es claro que quizas falta coesid algunos parametros importantes para
caracterizar completamente lgokicion de estos tumores. [@stos resultados también es
posible inferir que poder petir la misma ubicacion y hageneidad en un estudio de
espectros monovoxel longitudinal es el paso ipréwundamental para aizar un analisis

cuantitativo de ERM en tumores y tenerteea de las conclusiones que se obtengan.

Desde el punto de vista de las imagenes,isasahas detallados y cuantitativos (no solo
cualitativos) de imagenes convencionaleslierido parametros de relajacion de tejidos
comparacién de mediciones funcionales como la perfusion y difusion mejorarian esta
estimacion. Sin embargo, implementar gstzomparaciones implica una complejidad
importante, ya que se debe conseguir teraibraciones constantedel resonador y las
bobinas, repetitividad en las adquisiciones, corregistracion de imagenes, cuantificacion de
parametros con programas especialescomparacion voxel a vokede todas estas

adquisiciones.

También es importante resaltar que un aisalcompleto de la evolucion por MRI y
espectroscopia de un grupo dentwres gliales deberitgner en cuenta élatamiento al que
estuvo sometido el paciente. En particularaseelevante conocer bien el tratamiento de
radioterapi&® que se les realiza a los tumores ragsesivos, ya que es un tratamiento
localizado sobre el tumor y la dosis de radiacgsibida depende de la planificacion y de la
ubicacion del tumor y no suele ser homogéneaesebtodo el tumor, a diferencia de la
quimioterapia que al ser inyectaken el organismo es sisti&a El porque un tumor crece o
no y por donde crece, y los cambios en eleeBo deben estar relacionados con la
citogenética del tumor y con el tratamiefit¥. Es posible realizar useguimiento de este
tipo fusionando las curvas de isodasim las imagenes de resonafitia (Fig. VI1.6), lo que
junto con técnicas de corregistracion de imagenes permitirian hacer un seguimiento

relacionado la evolucién del tumor con el tratamiento.
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Figura VII.6: Arriba) Pasos sucesivos de registraai@nimagenes y curvas de isodosis
para llegar a la registracion MRI/Isododigs imagenes de tomografia son las usadas
para planear el tratamiento de radioterapia. Abajo) Curvas de isodosis de radioterapia
planificadas en las imagenes de tomogrefimputada de un tumor post-cirugia (izq) y

las mismas curvas en imagenes de MRI después de corregistrar las mismas a las
imagenes tomograficas (de ref 43).

VII.6 Conclusiones

Las imagenes de MRI en tumores cerebrales son una herramienta imprescindible en el
seguimiento de los mismos post-cirugia. Dade la remocién total de los mismos es, la
mayoria de las veces dificil, conocer el tamgfia evolucion post-cirugia es relevante para
conocer su progreso y respuesta al tratamieBsto es casi axiomatico para los tumores
gliales, donde la clasificacidbn anatomo-molecular permite definir grupos tumorales con

comportamientos claros de respuesta atlamiento y evolucion. Sin embargo, visto cada
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paciente individualmente, independientemedtd grupo tumoral al que pertenecen, el
comportamiento de estos tumores no es siempre el mismo, en particular en el caso de los
tumores grado II-If%. Es asi entonces que la MRI de tumores gliales post-cirugia es quizas la

mejor técnica no invasiva para conoleeevolucion de esta patologia.

En este marco, este trabajo muestra que la ERMHdes una secuencia mas dentro del
conjunto de secuencias que se realizanuenestudio de MRI, quagrega informacion
adicional a las imagenes anatomicas, las mas de las veces coherentes con lo que se ve en las
imagenes, pero no forzosamente predictidas posibles cambios que ocurriran en las
lesiones. Crecimiento lento o disminucion déelsion y espectros con bajo niveles de Cho y

Lip son un buena indicacién de una lesion “esfalppero no es posible predecir si en el
préximo estudio el tumor mostrara signds malignizacién. Claramente, si un espectro
empieza a mostrar un patron normal, es un buen indicador de un tumor que responde al
tratamiento. Como se ve en este trabajo, especbn niveles altos de Cho y Lip y caida de

Naa, indicativo de un tumor agresivo modificaste patron de espectro por uno menos

agresivo.

Al analizarse los espectros de TE de 30 daesun modo cualitativo, los pardmetros de
comparacion son pocos, donde los picos mas faciles de detectar a primera vista como la Cho,
MM, Lip y Naa, y Cr son los referentes. Fcoomo Glux, Gly y Micsson més dificiles de
estimar y comparar porque cambios en la adlidel espectro los modifican marcadamente,

perdiéndose informacion que podaigudar en predecir evolucion.

Mejoras en la adquisicién de los espectrom@aorregistracion de imagenes para adquirir
espectros de la misma ubicacién y por lodasamparables, adquirdos TE distintos para
caracterizar Mio y Gly, asi como ver los espexten linea” en el momento de la adquisicion

para asegurar una buena calidad, permitiria con los programas de cuantificacion existentes
mejorar la utilidad de la ERM en el estudie la evolucion de tumores gliales. Son los
estudios funcionales como la espectroscopgadistintos estudios de perfusion y difusion los

gue aplicados de un modo repetitivo y confialdyudaran al seguimiento en los futuros

tratamientos de estos tumores.
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Conclusiones

Este trabajo permiti6 estudiar, con una misma técnica de analisis como la
espectroscopia por RMN, a dos “escalasrelucion distintas (in-vivo e in-vitro) y

con equipos de resonancia magnética aolessien nuestra region, los distintos
metabolitos presentes en los tumores de origen glial y relacionarlos con los diferentes
grados de agresividad. Para esto en un pimae analizan las técnicas de adquisicion

y de procesamiento con el animo de liraa clasificadores para los distintos
tipos/subtipos de tumores y efectuar camagiones longitudinales para estudiar la

evolucién de los mismos.

Para el analisis de los datos se utilizé rlo oclasificacion anémo-patologica de los
tumores sino que se agrega distintos clasificadoregenético-moleculares que
permiten una mejor diferenciéci de la lesion segun sespuesta al tratamiento y

sobrevida.
Las principales conclusiones que surgen de este trabajo son:

1- Al realizar espectros clinicos U¢ de tumores cerebrales ddig, una de los lesiones
cerebrales mas variable eniadzion y tamafio, es posiblefenr, del espectro que se
adquiere sin cancelar el agua, la cantidsidima de adquisiciones necesarias para
obtener un espectro de TE=30.msantificable cuantitativamente si se utiliza Quest
como programa de cuantificacion. Esto pigenoptimizar los tiempos de adquisicion y
obtener espectros clinicos comparablesali@iivamente un espectro clinico té se
define en las primeras 72-96 adquisiciones.

2- Si bien HR-MAS es actualmente la t@enmayoritariamente elegida para el estudio
metaboldmico de tejidos por RMN ya que netdgye la muestra gasi no requiere
preparacion y/o separacion de material denisma aqui demostramos que es posible
obtener espectros de RMN de buena calidadiumores gliales en equipos de alto
campo de que no cuentan con la facilidadHiRRMAS. Esto a pdir de un método
simple de preparacion de la muestra que consiste en una “homogeneizacion” manual y

un centrifugado.

3- De los dos métodos de cuantificacibramtitativos de espectros de alto campo
utilizados en esta tesis, Quest es el mejor ya que simplifica el analisis de los datos al dar

resultados de metabolitos y no de picos, estima concentraciones separadas de
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metabolitos que se superponen y logranestilas concentraciones de resonancias

“anchas” como Lipidos (Lip) y Macromoléculas (MM).

4- Los espectros de alto campo de las mnags‘liquidas” de los tumores gliales
permiten realizar clasificaciones que coitei con resultados de HR-MAS de otros
trabajos. En particular, concentraciones atlas de Mio parecen ser un marcador de
mutacion IDH1 (por lo tanto menor agresividflyy la Gly elevada seria un predictor de
mayor agresividad. También existe un patem el cual, al aumentar el grado de
agresividad de un tumor, la concentéacde H-Tau, Gly, PChdzlu, Gin y distintos
tipos de Lip's aumenta y &lio disminuye. Valores eledms de Lip_1.2 es un claro
diferenciador de los GB de otros tumordislgs, como se observa facilmente en la
ERM clinica.

5- A la luz de los resultados del punto 4,ae®nsejable en logspectros clinicos,
realizar dos adquisiciones con TE de 30 ni8§ ms para estimar la presencia o no de

Gly en tumores gliales.

6- El seguimiento de tumores gliales porNERor un analisis “clinico” de los espectros

no brinda una informacion concluyente solaefutura evolucién del tumor, aunque
parcialmente si muestran un comportamiento de mejoramiento o empeoramiento que se
relaciona con las imagenes. Nuevamertecentraciones akao aumentando entre
estudios sucesivos de Cho y Lip son inthees de progresion goncentraciones bajas o
disminucién de Cho, aumento de Naa Yos@lM sin Lip es ndicativo de un tumor

estable de bajo grado o de progresién lenta.

7- Actualmente realizar estudi longitudinales de especompia es muy dificil por la
imposibilidad de repetir la misma adquisicién. Equipos con programas de coregistracion
de imagenes y evaluacion de la calidadedglectro previo o al mismo momento que se
adquiere el espectro permitiniaealizar comparaciones cuaatitas de la evolucién de

las lesiones y obtener patrende comportamiento masepisos que involucraria mas

sustancias que las aqui descriptas.
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Caracteristicas genéticas del tumor

Descripcion genética de los tumores utilizados en el andlisis del Capitulo VI, donde el valor
“1” hace referencia a la “anormalidad”, éscir a delecién (1p, 1940q), mutacion (IDH1),
amplificacion (EGFR), metilacion (MGMT) o aition del gen (CDK2N) de la variable

genética y el valor “0a normalidad genética.

Los espectros en rojo fueron descartados por baja SNR (bajo Cramer-Rao o por ser muy
diferentes al general de los espectros)
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Glioblastoma (GB)

Tumor Caracteristicas genéticas del tumor
1p | 199 | 1p-19q | 10g |CDKN2A | EGFR | MGMT | IDH1
GB_l_M22118| O 0 0 1 0 1 0 0
GB_I_M22043| O 1 1 1 1 1 0 0
GB_|_M21918| 1 0 1 1 1 1 1 0
GB_|_M21905| 1 1 1 1 1 1 0 0
GB_1_M21489| O 0 0 1 1 1 1 0
GB_1_M20846| O 0 0 0 0 1 0 0
GB_1_M20680 | 1 0 0 0 1 1 0 0
GB_l_M20523| O 0 0 1 1 1 0 0
GB_1_M20518| 1 0 0 1 1 1 0 0
GB_l_M374 0 1 1 1 1 0 0 0
GB_l_M356 0 0 0 1 0 1 1 0
GB_1_M316 0 0 0 1 1 1 1 0
GB_1_M208 0 0 0 0 0 1 0 0
GB_I_M189 0 0 0 1 1 1 0 0
GB_I_M127 0 0 0 1 0 0 1 0
GB_I_M125 0 0 0 1 1 1 0 0
GB_l_M22125| 1 0 0 1 1 1 0 0
GB_I_M22171| O 0 0 1 1 1 1 0
GB_l_M120 1 0 1 1 1 1 1 0
GB_1_M21501| 1 0 1 1 1 1 0 0
GB_1_M21821| O 0 0 1 1 1 0 0
GS_ | M21851| 1 0 1 1 1 0 1 0
GS_ | M22723| 1 1 1 1 1 1 0 0
GS_M22776 0 1 1 1 1 1 0 0
GS_M22811 0 1 1 1 1 0 1 0
GB_M22832 0 0 0 1 1 1 1 0
GB_M22781 0 0 0 1 0 1 0 0
GB_I_M20743| O 0 0 1 1 1 0
GB_ | _M22693| 1 1 1 1 1 1 0
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Graficos y resultados dda clasificacion PLS-DA

Gréficos y resultados de la clasificaciBhS-DA de las alteraches genéticas de los
grupos O-OA y OA-GB definidas anl.3.3 para Quest y ACD/NMR

La distribucion de los resultadsgue el patron de la siguite tabla y se presentan en

hojas separadas por alteracion genética y método de cuantificacion

Grafico 2 D de Analisis por
Componentes Principales (PCA).
La importancia (vaanza) de cada
componente se indica entre
paréntesis.

Representacion de las 5
componentes mas importantes d
PLS-DA. La importancia
(varianza) de cada componente 9
indica en el centro.

D

1

Grafico 2 D de PLS-DA de las 2
componentes principales. La
importancia (varianza) de cada
componente se indica entre
paréntesis

Grafico 3 D de PLS-DA con las 3
componentes principales*.

Calidad de la clasificacion PLS-D
medida por Ry Q° por nimero ds
componentes. La estrella roja ind
el mejor clasificador

MAMetabolitos mas importantes en
xclasificacion PLS-DA
ca

a

Graficos de “cajas” de los metdibos normalizados mas significativg

en la clasificacion PLS-DA

* Algunos graficos 3D de ACD Labs fueronpeocesados (Programa R) a partir de los
parametros de clasificacionlcalados por PLS-DA para tenena mejor perspectiva de
la ubicacion de las distintas muestras en el espacio.
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O_OA 1p 19q ACD/NMR
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