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OBJETIVO GENERAL

1. INTRODUCCION

1.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

1.1.1 Historia

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

revisado en [2].

En 1970, Raymond Damadian investigd las diferencias existentes entre tumores vy
tejido normal detectables por RMN, basandose en los tiempos de relajaciéon
transversal y longitudinal del agua de cada tejido (ver apartado 1.1.2 de la
introduccion). Su descubrimiento fue publicado en Science en 1971 [3] y supuso el
primer paso en la aplicacion de la RMN para la deteccion y diagnostico de tumores.
Por otra parte, Paul Lauterbur, un fisico coetaneo de Damadian, implemento la técnica
de RMN utilizando diferentes gradientes magnéticos en las tres direcciones del
espacio para poder aplicar campos magnéticos de diferente intensidad a los distintos
puntos espaciales de un objeto en estudio [4]. Esto posibilitaba el registro de senales
de diferente radiofrecuencia procedentes de cada punto espacial, generando una
imagen en escala de grises que contenia la informacién de cada punto espacial
registrado, lo que dio nacimiento a la técnica de Imagen por Resonancia Magnética
(IRM). En 1975, Richard Ernst introdujo la adquisicion mediante codificacion en fases y

en frecuencias, reduciendo significativamente los tiempos de adquisicion y, para
1
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procesar los datos obtenidos por IRM, aplicd por primera vez los conceptos de la
transformada de Fourier, que se utilizaban tradicionalmente para la evaluacién de
espectros de RMN [5]. Peter Mansfield utilizé los gradientes descritos por Lauterbur y
contribuy6 al desarrollo de las secuencias EPI (Echo Planar Imaging) permitiendo que
las imagenes de RM pudieran ser obtenidas en menos de un segundo. Con motivo de
sus descubrimientos, ambos, Lauterbur y Mansfield, compartieron el Premio Nobel de

fisiologia y medicina en el afio 2003.

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

destructivo de obtencidon de imagenes clinicas y de estudio del metabolismo in vivo [6].

1.1.2 Fundamentos fisicos y conceptos basicos

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

farmacocinética.
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Dichos nucleos tienen un niamero de espin distinto de cero, el cual les confiere un
determinado momento magnético, que les permite adoptar diferentes orientaciones,
dos en el caso de nucleos con espin 2 como los anteriores, al verse sometidos a un

campo magnético externo By:

—

N

%
Donde /¢ es el momento magnético de un nucleo, y es la constante giromagnética

%
(propiedad intrinseca de este tipo de nucleo) y P el momento nuclear angular, que

depende del valor del espin.
El estado de menor energia es el correspondiente a la orientaciéon del momento

ﬁ
magnético 4/ en el mismo sentido que B,, por lo que en un sistema en equilibrio

H
habra un ligero exceso de nucleos con (¢ orientados de dicha manera. Cuanto mayor

es la intensidad de By, mas aumenta la separacion energética entre las diferentes
orientaciones y mayor sera el numero de nucleos en el estado de menor energia, en el
mismo sentido que B, (figura 1.1). La diferencia poblacional entre estos estados
energéticos (A E) crea una magnetizacion global neta macroscopica (M) paralela a la

direccion del campo magnético B, y se define como:

AE=h'y'Bozh'w0 eq12

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

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

tomada de [7].

Aparte de los aspectos de diferencia poblacional de la RMN, hay que tener en cuenta
que la presencia de un By ademas de orientar el momento magnético de los nucleos
presentes en una muestra determinada, les obliga a girar alrededor del eje de Bgen un
movimiento conocido como precesion de Larmor. La frecuencia de dicho movimiento
(vo) 0 su velocidad angular (wo), vienen determinadas por la constante giromagnética
(v) que es caracteristica de cada nucleo y por la intensidad del campo magnético

aplicado By, wy viene dada por :
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Si se aplica una radiacién electromagnética a la frecuencia de Lamour (en el rango de
la radio frecuencia, RF) sobre un sistema de nucleos dotados de un momento
magnético en presencia de un campo magnético externo, la magnetizaciéon global neta
(Mp) se desplaza un cierto angulo respecto al estado inicial (transito espectroscépico),
adoptando una orientacién que ya no es paralela a By, y seguidamente comienza a
procesar entorno a By lo que la hace detectable. Eso es debido a que la RF aplicada
generara un campo magnético secundario (B4) que actia sobre el sistema. La
aplicacion de B, durante un periodo de tiempo corto es lo que se denomina “pulso de
excitacion” (ver figura 1.2). Cuando la RF cesa, la magnetizaciéon vuelve a recuperar su
orientacion inicial, desprendiendo la energia absorbida durante la transicion mediante

los procesos de relajacion descritos mas adelante en esta seccion.

El transito espectroscopico entre los niveles energéticos (figura 1.1) se produce
cuando la frecuencia de la radiacion aplicada es igual a la frecuencia del movimiento

de precesion del nucleo en estudio.

Para simplificar el sistema de estudio de este fendbmeno, se introduce un sistema de
coordenadas donde queden reflejadas las orientaciones y componentes de la
magnetizacion global tanto en equilibrio como al introducir una perturbaciéon en el

sistema (figura 1.2)
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Figura 1.2: Representaciéon de la perturbacion de la magnetizacién macroscépica de una
muestra por parte de un campo magnético externo aplicado adicional (B4) perpendicular a By.
En la parte izquierda de la figura se representa el sistema en equilibrio sometido a un campo
magnético con la magnetizacion global (M) en la direccion y sentido de B,. A la derecha, se
observa el efecto de aplicar una radiacion electromagnética sobre el sistema en equilibrio: la
magnetizacion global se desplaza un cierto angulo 8 respecto al estado inicial (transito
espectroscopico), adquiriendo componentes longitudinal (M) y transversal (M,,). Finalmente,
“‘M” es la magnetizacion global que se aparta de By al mismo tiempo que mantiene su

precesion. Tomado de [7].

El componente transversal de la magnetizacion de la muestra (M,,) gira en torno a By a
la frecuencia de Larmor e induce una pequefia corriente alterna en una bobina de
deteccion que rodea la muestra. Asi, la sefial detectada se obtiene en forma de
sinusoide atenuada (free induction decay, FID) y debe ser procesada
matematicamente mediante la Transformacion de Fourier (TF), que descompone la
FID en todas las componentes frecuenciales diferentes que la conforman,

representandolas en el dominio de las frecuencias en vez de en el del tiempo. Asi, se
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obtiene un espectro de RMN (figura 1.3) Los estudios de RMN detectan una senal

proporcional a la magnetizacion inicial de la muestra.

FID Espectro
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Figura 1.3: Esquema de la transformaciéon de la FID (dominio del tiempo) registrada en un
experimento de RMN, en un espectro (dominio de la frecuencia), tras la aplicacion de la

transformada de Fourier.

Tiempos de relajacion longitudinal y transversal

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

entre espines y la contribucién de la falta de homogeneidad en B, es el T, .

El proceso de relajacion longitudinal hace referencia al aumento paulatino de la
magnetizacion longitudinal, debido al intercambio energético entre los espines

nucleares y el entorno molecular. El T, es la constante que mide el tiempo que tarda el
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sistema en recuperar el 63,2% de la magnetizacién longitudinal tras la aplicacion de un

pulso de 90° o el 26,4% de ese valor tras la aplicacién de un pulso de 180°.

Ambos procesos de relajacién se dan de manera simultdnea aunque por mecanismos

distintos, siendo siempre T,< T4.

1.1.3 Aplicaciones biomédicas de la RMN

1.1.3.1 Imagen de resonancia magnética (IRM)

La IRM se basa en los principios de la RMN para obtener sefales de resonancia
localizadas espacialmente mediante el uso de gradientes para formar una imagen. El
hidrégeno ('H) es el nticleo mas utilizado por su abundancia en el cuerpo humano y el
gran momento magneético que posee. Las imagenes se obtienen a partir de la sefial de
los 'H presentes en el tejido, dependiendo de su concentracién y movilidad. La
mayoria de la sefial procede del agua y en una proporcion mucho menor de la grasa
corporal. El resto de metabolitos con 'H visibles por RMN no contribuyen
significativamente a la obtencion de las imagenes debido a que se encuentran en una
concentracion mucho menor a la de la grasa y el agua. El contraste obtenido en las
imagenes de IRM se consigue fundamentalmente gracias a las diferencias en
densidad proténica (de hidrégenos) entre los tejidos de la muestra en estudio, asi
como a sus tiempos caracteristicos de T, y T,. En general, se definen tres tipos de
imagenes segun el parametro en el que se basa la generacion de contraste durante su

adquisicion: ponderadas en T4, en T, 0 en densidad proténica.

En resumen, para la adquisicion de imagenes por IRM, la muestra, o el paciente en
estudios clinicos, son estudiados en presencia de un elevado campo magnético que

permite la orientacion preferencial de los momentos magnéticos de los hidrogenos de
8
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sus moléculas de agua en la direccién del campo By. Se aplican gradientes en tres
direcciones ortogonales en el espacio durante breves periodos de tiempo durante la
adquisicion de las secuencias, para determinar el volumen y la region de la muestra
que se debe excitar y codificar para obtener la imagen correspondiente. El primer
gradiente se denomina gradiente de seleccidn de corte (slice-selection), que determina
la orientacion del plano en el que se desea obtener la imagen bidimensional. Las dos
dimensiones de este plano son codificadas en frecuencias y fases. La codificacion en
frecuencia se lleva a cabo mediante la aplicacion de un gradiente de lectura (readout
gradient) durante la adquisicién de la sefial de RMN. Entre los gradientes de seleccion
de corte y de lectura se aplica un tercer gradiente para la codificacion en fase (phase
encoding). Como resultado de la aplicacion de los tres gradientes se obtiene una
matriz de datos en la que cada punto tiene una frecuencia y una fase unicas. La
imagen obtenida consiste en un conjunto de elementos digitales de imagen (pixels)

que representan elementos de volumen del tejido original (voxels) figura 1.4.
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Figura 1.4: Diagrama de una de las estrategias de seleccién de un voxel de excitacion
determinado dentro del tejido explorado por RMN, mediante el uso de tres gradientes

ortogonales en el espacio. Tomado de [7].

Existe una gran variedad de secuencias de pulsos para IRM que combinan de
diferentes maneras los pulsos de RF, variando el tiempo de reciclaje (TR) (tiempo
transcurrido entre pulsos de excitacion de RF) y el tiempo de eco (TE) (tiempo
transcurrido desde la aplicacion del pulso de excitacion para generacion de eco hasta
la obtencion de la sefial de RMN (FID), normalmente en el maximo del eco. De esta
manera se obtiene contraste (diferencia de intensidad en la imagen entre dos
regiones contiguas) y se puede seleccionar el parametro en el que se va a ponderar la
imagen obtenida, por ejemplo una imagen ponderada en T4, que es mas sensible a los
detalles anatdomicos estandar, o ponderada en T,, que es mas sensible al contenido de
agua y su movilidad y a la presencia de patologia [8]. En general, para que una
imagen esté ponderada en T4 se utilizan TR y TE cortos en su adquisicién y por el
contrario, para que esté ponderada en T, se emplean TRy TE largos. En el caso de la

densidad proténica, se aplican TR largos y TE cortos (figura 1.5).

Figura 1.5: Las imagenes A y B, obtenidas a 1,5 T, muestran un corte en el plano axial del
encéfalo de un paciente afectado por una metastasis en el I6bulo frontal derecho. La imagen

ponderada en T4(A) muestra una hiperintensidad (mas blanco) en la lesion, relativamente

10
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heterogénea, mientras que la imagen ponderada en T, (B) muestra edema (blanco) y efecto de
masa en el tejido circundante [9]. La figura C muestra un corte en el plano axial a un nivel

inferior que A y B de un encéfalo normal ponderado en densidad proténica (adaptada de [10]).

Imagenes ponderadas en T4

Se basan en los distintos tiempos de relajacion longitudinal segun el tipo y region del
tejido estudiado y aprovechan para ello el tiempo que tardan los nucleos en alcanzar
de nuevo el estado de equilibrio poblacional tras la aplicacién de un pulso de RF

(figura 1.6).

Los nucleos con T4 cortos cederan a su entorno molecular la energia recibida en la
excitacion por RF mas rapidamente que los nucleos con T4 largo, y eso dependiendo
de su tipo y movilidad relativa dentro de la muestra. Por ejemplo, los nucleos del agua
libre tienen un T, relativamente largo debido a que su elevada movilidad se encuentra
en el rango que dificulta la relajacidén cruzada longitudinal. En cambio, los nucleos de
agua asociados a macromoléculas tienen una movilidad restringida, lo que facilita
normalmente la relajacion cruzada longitudinal, produciendo un acortamiento del T,
efectivo. En muchas patologias se observa un aumento del agua intersticial libre,
produciendo un aumento del T,. En una imagen estandar ponderada en T4, la
intensidad de sefal es inversamente proporcional al valor de T, de cada molécula,
porque para adquirirla se emplean tiempos muy cortos después de la aplicacion de la
RF de excitacion y las sustancias con T, corto estan llegando ya al maximo de
recuperacion de la magnetizacién longitudinal, mientras que las de T4 largo so6lo han
recuperado una pequefa parte. Hay que destacar que las secuencias utilizadas para
medir T1 son las de pulso adquisicion con un angulo de 90° en las que la
magnetizacion se mide a diferentes TR y las de inversion-recuperacion (IR), que

constan de un pulso de 180° seguido (tras un cierto tiempo, denominado tiempo de

11
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inversion) de otro pulso de 90°, el cual vuelca la magnetizacion restante en el plano
transversal para asi poder detectarla. En estas ultimas, la magnetizacion se mide tras

diferentes tiempos de inversion.

M, Relajacion longitudinal

0632M,

0,264M

-l\-q-p..-.-- snmmmEm

T, 3T, Tiempo

M{r}=ﬁ¥n{l~et ”m} a) Recuperacion tras pulse de 90°

- M- 2
o M(r)=My(1-2¢"""1)) p) Recuperacién tras pulso de 180°

Figura 1.6: Grafico que representa la recuperacion de la magnetizaciéon longitudinal de una
muestra a lo largo del tiempo. El T, se ve representado como el punto temporal en el cual se ha
recuperado el 63,2% de la magnetizacion inicial. Debajo del grafico se muestra la formula para
calcular el T4 tras la aplicacion de un pulso de 90° (a) o de 180° (b), siendo M(7) la
magnetizacioén longitudinal a un tiempo 7 tras la aplicacién de la RF de excitacion y My la

magnetizacion inicial antes de aplicar el pulso [11].

Imagenes ponderadas en T,

Estas imagenes se basan en los distintos tiempos de relajacién transversal (figura 1.7),
segun el tipo y regiodn del tejido estudiado. Dichos tiempos dependen de la presencia
de heterogeneidades a nivel molecular y macroscopico en el entorno de los nucleos de

la muestra excitada por la RF y de su efecto en la frecuencia de precesion efectiva de

12
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dichos nucleos. En el caso del agua libre, debido a la elevada movilidad de sus
moléculas, el promedio de las variaciones magnéticas locales es practicamente nulo,
por lo que hay una gran coherencia en la frecuencia de precesién de los nucleos vy el
T, es en consecuencia relativamente largo. Sin embargo, en estructuras que
mantienen el agua ligada, los nucleos del agua perciben ligerisimas diferencias de
campo magnético en funcidon de las moléculas circundantes, lo cual implica una gran
incoherencia en su frecuencia de precesion y un acortamiento del T, efectivo. En las
imagenes ponderadas en T,, la intensidad de la senal es directamente proporcional al

valor de dicho Ts.
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Figura 1.7: Grafico que representa la pérdida de magnetizacion transversal (M,,) en funcion del
tiempo. El T, se representa como el punto temporal en el que sélo se detecta el 37% de la
magnetizacion transversal maxima y sobre la grafica se muestra la formula para calcularlo (ver

pie de figura 1.6 para otros parametros) [11].

Una de las secuencias clasicas de pulsos que se utilizan en IRM es la secuencia
denominada SPIN-ECHO (SE): Consiste en un pulso de 90° seguido de otro de 180°,

dejando transcurrir un tiempo TE/2 después de cada uno de ellos. La senal (FID) se

13
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registra una vez transcurrido el TE/2 después del pulso de 180°. El proceso completo
se repite una vez transcurrido el TR establecido. La ventaja de esta secuencia es que
permite recuperar la magnetizacién transversal perdida por efectos de T,* durante él
TE. Una posible modificacion de esta secuencia consiste en obtener varios ecos
dentro del mismo TR (ej. secuencia RARE) afadiendo mas pulsos de 180°, teniendo

en cuenta que la sefal en cada eco a TE creciente es cada vez mas pequena [12].

Esto tipo de secuencia ha sido posible gracias al desarrollo de la tecnologia aplicada a
la RMN, para disefiar secuencias rapidas que optimicen la obtencién de imagenes de
buena resolucién en tiempos totales de segundos, como por ejemplo las secuencias

fast spin echo (FSE) o fast gradient echo (FGRE).

Una manera de optimizar el contenido de informacion en las imagenes obtenidas por
IRM es la utilizacion de agentes de contraste (ver también apartado 1.3 de la
Introduccién), que proyectan la IRM clasica mas alla de sus posibilidades
morfoldgicas, siendo capaces de valorar una respuesta dindmica incorporando una
dimensién temporal en la caracterizacion tisular (figura 1.8). Lo que caracteriza a estas
sustancias es la presencia de un ion metalico con propiedades magnéticas, el cual
constituye el agente activo que se suele unir a una sustancia quelante para reducir su
toxicidad y facilitar su transporte. Dichos agentes afectan a la relajatividad del agua de
los tejidos en contacto con ellos, generalmente disminuyendo el T, y el T,, para
potenciar la imagen con contrastes positivos (T1) o negativos (T,) en aquellas regiones
donde ha penetrado el agente. El alcance de su accién dependera de la estructura
quimica del agente, de la movilidad del agua (sustancia que interacciona en mayor
medida con los agentes) y de la compartimentalizacién del tejido. En general, pude
decirse que existen agentes de contraste paramagnéticos (por ejemplo el gadolinio,
Gd) y superparamagnéticos (como los 6xidos de hierro). En este trabajo los agentes

de contraste comerciales utilizados fueron: A) Magnevist®, aprobado para uso clinico y
14
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con gran capacidad para disminuir el T4 del agua del tejido. Es un compuesto iénico
paramagnético (estd compuesto por gadopentato de meglumina (Gd-DTPA)) con
estructura de quelato lineal y se distribuye inicialmente por el espacio intravascular,
difundiendo posteriormente al espacio intersticial y B) Dotarem®, su estructura se
compone de acido gadotérico (DOTA) unido a gadolinio, Unico de cadena macrociclica
(mayor estabilidad, mayor retencion de gadolinio en el quelante) ya que los demas
agentes de contraste usados para exploraciones de IRM de cerebro son lineales.
Posee propiedades paramagnéticas que permiten realzar el contraste en IRM. No
posee actividad farmacoldgica especifica y se caracteriza por poseer un alto grado de

inercia bioldgica.

Actualmente existen numerosos agentes de contraste que utilizan el Gd como base de
su composicién y que se combinan con otras estructuras para alcanzar determinadas
dianas en el tejido e incluso actuar como carriers de algunas sustancias terapéuticas,

como en el caso de las nanoparticulas [13].

Figura 1.8: Imagenes de IRM SE ponderadas en T1 en plano axial de un tumor cerebral
humano, antes (A) y después (B) de la administracion de un agente de contraste basado en

Gadolinio, adaptada de [11].

15
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En resumen, puede decirse que la IRM es una técnica de diagnéstico y seguimiento
muy Util porque permite obtener imagenes en cualquier direccién del espacio, es muy
sensible a los cambios patologicos, logra una gran discriminacion de los tejidos
blandos, es faciimente dimensionable (el campo de vision (FOV) puede variar de
tamafo segun la zona en estudio y el centro de imagen puede desplazarse a casi
cualquier punto del campo magnético que contiene a la muestra/sujeto de interés,
siempre que dicho campo magnético tenga suficiente homogeneidad), permite el uso
de agentes de contraste y puede aplicarse a un amplio rango de estructuras y tejidos
[12] Actualmente existen numerosas técnicas especiales en IRM como son la difusion,
la perfusion, la angiografia, la imagen funcional disefiadas para el diagndstico y

seguimiento de patologias concretas.

1.1.3.2 Espectroscopia de resonancia magnética (ERM)

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

como para detectar respuesta a terapia a nivel molecular [14]

Los parametros esenciales para interpretar la informacién contenida en un espectro

son:

e El desplazamiento quimico:
Los nucleos presentes en la muestra analizada forman parte de estructuras
atomicas y moleculares, por lo que se encuentran rodeados de electrones que

también estan sometidos al campo magnético externo By. Los electrones
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inducen diminutos campos magnéticos alrededor del nucleo, contrarrestando o
“apantallando” el efecto global de B, Por tanto, el campo neto experimentado
por un nucleo determinado depende de la densidad electronica de sus
inmediaciones. Asi, en una muestra concreta, los nucleos de la misma especie
responderan de manera diferente en funcién de la posicidon que ocupen en la
estructura molecular, originando tantas frecuencias de resonancia como
entornos quimicos diferentes ocupen en la muestra. Los nucleos menos
apantallados tienen una frecuencia de resonancia mayor y sus sefales
aparecen a la izquierda del espectro, y los mas apantallados tienen una
frecuencia de resonancia menor y aparecen a la derecha. Se dice entonces
que el desplazamiento quimico (&) de un nucleo es la posicion que ocupa en el
espectro, debido a su frecuencia de resonancia caracteristica (figura 1.9). Para
hacer comparables los desplazamientos del mismo tipo de nucleos a distintos
campos magnéticos se definen las posiciones de las distintas resonancias
mediante una escala relativa de valores respecto a un valor de una substancia

de referencia, expresado en partes por milléon (ppm):

§=""Rx105 eq.1.4

UR

Donde uges la frecuencia de resonancia (Hz) de un nucleo a un campo

magneético concreto (By) y vzes la frecuencia de la referencia.

Las referencias mas utilizadas en experimentos in vitro para 'H-ERM son el
tetrametilsilano (TMS) o el 3-trimetilsilil [2,2,3,3-°H] propionato sédico (TSP), y
se les asigna el valor de 0 ppm. Se ha observado que utilizando estos
compuestos como referencia, el grupo metilo de la creatina/fosfocreatina

aparece a 3,03 ppm y el del N-acetil aspartato (NAC) a 2,01 ppm, por lo que
17



OBJETIVO GENERAL

estos dos valores se utilizan como referencia en los estudios in vivo, en los que

no es conveniente anadir TMS o TSP.
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Figura 1.9: En esta figura se muestra la posicién que ocupan los protones en el espectro de
una muestra segun su entorno quimico, dentro del rango de 0 a 12 ppm. Por ejemplo, entre 9 y
10 ppm se encuentran los de los grupos aldehido; en la region entre 6 y 8 ppm se encuentran
protones que pertenecen a grupos aromaticos; las resonancias entre 5 y 6,5 ppm pertenecen a
los alquenos; entre 3,5 y 4,5 ppm se encuentran los grupos éster y entre 3 y 4 ppm los éter.
Los protones unidos a nitrégeno y oxigeno pueden tener un desplazamiento quimico diferente

dependiendo del pH, la temperatura, el solvente de la muestra y la concentracion [11].

¢ Laintensidad y la anchura de la sefal:
Entendemos por intensidad el area de la sehal, que esta relacionada
directamente con la concentracion de nucleos que la originan. La anchura a
media altura nos da una idea de las condiciones instrumentales de adquisicién
del espectro, siendo de mejor calidad cuanto mas estrechas sean las sefiales.
Este ultimo pardmetro se puede optimizar experimentalmente, pero se ve
también influenciado por factores como la temperatura, el campo magnético y
la relajacion transversal, que provocan que distintas senales procedentes de la

misma muestra puedan tener anchuras de banda distintas. En el caso de
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experimentos en los que la anchura de la sefal puede considerarse constante,
cambios en la altura de las sefiales pueden considerarse proporcionales a

cambios de intensidad y, por tanto, de concentracion.

Cociente senal/ruido:

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

segun:

S n
ﬁocﬁoc\/r_l eq. 1.5

Por lo tanto, para aumentar 10 veces el cociente sefal/ruido es necesario

adquirir 100 registros.

Para obtener los espectros de muestras bioldgicas se aplican sobre la muestra en

estudio secuencias de pulsos de RF y gradientes de campo magnético que se activan

a tiempos determinados para obtener la sefial de resonancia. Hay que considerar que

en la mayoria de tejidos el compuesto mas abundante es el agua, siendo la

concentracién aproximada de protones de 80-100 M, mientras que los protones en los

metabolitos suelen estar a una concentracion de 1-20 mM. Para observar

adecuadamente los metabolitos intracelulares, se suprime o por lo menos se atenua la

senal del agua, siendo el método mas utilizado la aplicacion de uno o mas pulsos
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largos de baja potencia a la frecuencia de resonancia del agua combinados con
gradientes de campo magnético para desfasar la sefial: chemical shift selective
(CHESS) imaging, con lo que se consigue suprimir o atenuar en su mayor parte la

resonancia de la sefial del agua en el momento de la deteccion final de la FID.

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

secuencias STEAM, aunque la segunda permite trabajar con TEs mas cortos.

Figura 1.10: Espectros adquiridos con el método PRESS y un TE de 12 ms in vivo a 7T en un
glioma inducido por inoculacién de células GL261 en cerebro de raton (dia 16 post-

implantacion). El voxel de adquisicion era de 2,5 mm® y ocupaba exclusivamente volumen

20



OBJETIVO GENERAL

tumoral sin contaminacién de parénquima peritumoral/normal. En A) se muestra un espectro
sin supresion de agua en el que sélo puede apreciarse la resonancia correspondiente a los
protones del agua a 4,75 ppm. En B) se muestra un espectro adquirido en el mismo tumor pero
con supresion de la sefial de agua. En este caso, las sefiales de los metabolitos del tejido son

perfectamente visibles entre 0,5 y 4,5 ppm. Obtenido en la presente tesis.

Actualmente el nucleo mas utilizado en los estudios de ERM in vivo en humanos es el
de hidrégeno, principalmente en casos de seguimiento de terapia en cancer, hipoxia
neonatal, errores metabodlicos congénitos, esclerosis multiple, adrenoleucodistrofias,
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), etc. La mayoria de estudios se realizan
sobre el cerebro aunque también se analizan otros 6rganos como proéstata, higado,
mama, musculo etc. En resumen, esta técnica esta en continuo desarrollo tecnolégico
y es de gran utilidad como complemento para los estudios de IRM, aportando

informacion metabdlica a los resultados anatémicos.

1.1.3.3 Imagen espectroscopica de resonancia magnética (IERM)

La IERM es una técnica que permite la adquisicion de multiples espectros ERM
localizados de manera simultanea [15,16], se aplica principalmente al estudio de
cerebro, prostata y mama, y puede ser mono, bi o tridimensional segun el modo de
obtencién de la sefial: de columnas (o filas) en un plano, o de filas y columnas en un
volumen, respectivamente. En el caso del cerebro, se preselecciona el volumen de
interés previamente para evitar la sefial procedente de la grasa subcutanea. Esto
puede complementarse con la aplicacion de multiples bandas de saturacion (figura
1.11). La principal ventaja de la IERM es que permite obtener espectros de zonas

patoldgicas y normales en una misma exploracion (ver también apartado 1.2.2 de la
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Introduccién). Sin embargo, la adquisicién de las secuencias de IERM es mucho mas
compleja que la de los espectros single voxel (SV), debido a las numerosas
inhomogeneidades de campo magnético presentes en toda la muestra, a la
contaminacion de los espectros individuales debida a los voxels vecinos, a tiempos de
adquisicion mas largos y a la mayor complejidad del procesamiento de datos
multidimensionales. En lo referente a la correccion de los efectos de las
inhomogeneidades de campo, se han desarrollado meétodos que automatizan el
proceso previo a la adquisicion y permiten obtener excelentes resultados en tiempos
muy reducidos [17]. En cuanto a las contaminaciones de los voxels por parte de sus
vecinos, se han investigado métodos basados en la codificacién de la informacién
registrada que mejoran sustancialmente este problema sin perjuicio de la sensibilidad

o resolucién espacial [18].

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

nosoldgicas derivadas de los datos espectroscopicos [19].
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Figura 1.11: En A) se muestran las bandas de saturacion del volumen externo utilizadas para
delimitar el VOI en una secuencia de IERM adquirida en parénquima cerebral normal de ratén
C57BL/6 a 7 Teslas (la saturacion fue realizada en todas las zonas mostradas en la imagen
excepto en la zona central). En B) (parte inferior derecha) se muestra el grid de adquisicién con
los espectros individuales contenidos en él (recuadro azul) y a la izquierda se muestra un
espectro representativo de dicha matriz (recuadro rojo) con las resonancias principales
indicadas [20,21] Alanina (Ala), Colina (Cho), Creatina (Cr), Glutamato (Glu), Lactato (Lac),
Lipidos Mdviles y macromoleculas (MM), n-acetil aspartato (NAA), Taurina (Tau), miolnositol
(Ino), Glutamina (Glu), Gamma-aminobutirato (GABA), N-acetil aspartato glutamaté (NAAG).

Figura tomada de [21]

IERM-PM

Con los estudios de IRM y ERM podemos conocer las alteraciones en la morfologia y
en el metabolismo que presentan diferentes patrones segun el tipo y grado de los
tumores cerebrales humanos investigados [22], y recientemente, los clasificadores
automaticos basados en el analisis de reconocimiento de patrones por ERM, han
mejorado aun mas la caracterizacion de los tumores cerebrales in vivo [23]. Sin
embargo, aun no es posible discriminar perfectamente ciertos grados de tumores y
tampoco los diferentes subtipos moleculares que la anatomia clasica no puede definir
[24,25]. Es por esta razon que nuestro grupo ha desarrollado técnicas de imagen
molecular basadas en IERM en las cuales el patron metabdlico es perturbado
mediante utilizaciéon de sustancias como DMSO vy glucosa [26,27], con el objetivo de
aumentar el rango dinamico para algunos tipos de discriminacion. Esto sucede porque
la respuesta a la perturbacion metabdlica, es distinta en diferentes zonas del mismo
tumor o lesion vy, por lo tanto, afiade mas especificidad a la discriminacién [28], en

estos subtipos o grados.
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1. 2 TUMORES CEREBRALES

1.2.1 Epidemiologia, clasificacion y etiologia

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) presentan una incidencia bastante
baja a nivel mundial (figura 1.12), pero a pesar de ello, constituyen una fuente

importante de mortalidad y discapacidad.
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Figura 1.12: Tasa de incidencia de los tumores cerebrales en mujeres (imagen superior) y

hombres (imagen inferior) a nivel mundial estimada por GLOBOCAN [29].

De todos los tumores intracraneales primarios, la mayoria (60%) estan originados por
células gliales; el 28% derivan de las meninges y un 7,5% tienen localizacién en los
nervios espinales y craneales. Los linfomas y tumores de lineas germinales
constituyen aproximadamente un 4% y un 1% del total respectivamente [30]. En el
Anexo 1 se muestra un resumen de los tumores del SNC mas frecuentes. La
Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization, (WHQ)) clasifica los
tumores del sistema nervioso en diferentes grados de malignidad basandose en cuatro
criterios histopatoldgicos (atipia nuclear, actividad mitética, hiperplasia endotelial y
necrosis) y en datos de supervivencia, correspondientes a las entidades tumorales y a
los pacientes respectivamente [31,32]. Todo esto se combina dando como resultado
una escala de cuatro grados de malignidad, que conforman el sistema de clasificacion

mas aceptado actualmente:

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

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

e GRADO IlI: Evidencia histolégica de malignidad generalmente en forma de
actividad mitética, clara expresion de capacidad infiltrativa y anaplasia.

e GRADO IV: Elevada actividad mitética, necrosis y rapida evolucion pre y post-

operatoria.

25



OBJETIVO GENERAL

Los gliomas se clasifican en diferentes grupos segun el tipo celular que los origina y la
localizacién que ocupan, siendo los principales grupos astrocitomas (derivados de
astrocitos), oligodendrogliomas (ODGs, derivados de por oligodendrocitos) vy
oligoastrocitomas (OAs, que poseen un componente astrocitico y uno
oligodendrocitico). Los astrocitomas constituyen la mayor parte de los gliomas y se
dividen en: astrocitoma pilocitico (grado 1), astrocitomas difusos de bajo grado (grado
Il) y astrocitomas anaplasicos (grado lll). Los astrocitomas pilociticos son tumores de
crecimiento lento con prondstico favorable y tasas de supervivencia superiores a cinco
afos en mas del 85% de los casos. Los astrocitomas difusos, sin embargo, no pueden
ser reseccionados quirargicamente en su totalidad y tienden a evolucionar a estadios
mas agresivos (grado lll) siendo la tasa de supervivencia mayor o igual a 5 afos del
60%. Por otro lado, los ODG se clasifican en ODG de bajo grado (ll) y ODG
anaplasicos (lll). Tienen un prondstico menos favorable que los astrocitomas difusos
pero también una menor tendencia a progresar hacia estadios mas agresivos. La
incidencia de los oligoastrocitomas puede variar de un 1,8 a un 19% del total de
gliomas, porque el diagndstico varia segun los diferentes laboratorios de analisis y
muchas veces son considerados bien como ODGs o bien como astrocitomas. Su
prondstico y tendencia a la malignizacion dependen de las proporciones de los

distintos tipos celulares que los constituyen.

Cualquiera de los tres tipos principales de glioma puede transformarse en glioblastoma
multiforme (GBM) (grado 1V) [33]. EI GBM es el tumor maligno mas frecuente en el
SNC: es muy resistente a la quimio y radioterapia y sélo un 3% de los pacientes
afectados sobrevive mas de tres anos, siendo la supervivencia media de 12 meses
[34,35]. Entre sus caracteristicas histopatolégicas cabe destacar: atipia nuclear,

pleomorfismo celular, trombosis vascular, proliferacion microvascular y necrosis.
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Un caso particular dentro de los tumores del SNC son las metastasis, ya que no son
tumores primarios sino que proceden de neoplasmas originados en otros tejidos, en su
mayoria carcinomas de pulmén o mama. Algunos se originan a partir de melanomas,

coriocarcionomas y carcinomas de células claras de rindn [30].

La etiologia de los tumores del SNC no esta clara todavia. No se han descrito factores
ambientales y/o estilos de vida concretos como causas directas de dicha enfermedad,
a excepcion de sindromes hereditarios como por ejemplo neurofibromatosis tipo 1y 2,
sindrome de von Hippel-Lindau, esclerosis tuberosa y sindromes de Li-Fraumeni y

Turcot [36].

1.2.2 Diagnéstico

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

anomalo (figura 1.13)
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Figura 1.13: En A) puede verse una imagen de RM ponderada en T, y adquirida en el plano
axial de un paciente afectado por una lesién hiperintensa en la regiéon occipito-parietal del
cerebro. Aparentemente, dicha lesion podria confundirse con una metastasis, a pesar de que
resultd ser un absceso piogénico [37]. La imagen B) muestra un corte axial adquirido con el
método FLAIR (Fluid attenuated inversion recovery), similar a una ponderaciéon en T,, en un
paciente afectado por esclerosis multiple. La gran masa en el lI6bulo frontal derecho muestra
caracteristicas de intensidad y homogeneidad similares a las de las lesiones pequefas
centrales (placas de esclerosis multiple), lo cual, unido al historial del paciente, podria sugerir
que se trata de una placa de tamafo anormalmente grande. Sin embargo una biopsia
estereotactica demostré que la lesién frontal era un OA de grado I, a pesar de lo poco habitual

que es la concurrencia de ambas enfermedades [38].

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

del SNC y también diferenciar entre tejido normal y anémalo.

Un estudio rutinario clinico de una masa cerebral anémala por IRM se compone de
imagenes ponderadas en T, (TR 'y TE largos) (T,y), imagenes ponderadas en T4 (TR 'y
TE cortos) (T+1w) ¥ secuencias FLAIR (TR largo y TE variable), que atenuan la sefial del

liquido cefalorraquideo. La deteccién, caracterizacion y delimitacion precisa de las

28



OBJETIVO GENERAL

lesiones requiere la obtencién de un buen contraste entre tejido tumoral y tejido
circundante. Por ello, la administracion de agentes de contraste (AC) durante los
estudios por IRM es un método de diagndstico establecido en los centros clinicos (ver
también apartado 1.3 de la introduccién). Este tipo de compuestos acentuan la
diferencia de intensidad de sefal entre los tumores y el tejido normal. Los AC de uso
mas habitual en la clinica alcanzan el espacio extracelular del tejido a través de
lesiones en la barrera hematoencefalica (BHE) [39]. El grado de contraste alcanzado
en ese caso, depende del nivel de rotura de la BHE, la concentracion intravascular de
agente de contraste y de sus propiedades magnéticas, la vascularizacion de la lesion

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

Actualmente existen muchos agentes de contraste aplicables a la deteccion de
tumores cerebrales, siendo los mas utilizados aquellos cuya composicion base es el
gadolinio, y que se denominan agentes de contraste de primera generacién. Estos
solo cruzan la BHE en caso de lesién o rotura, por lo que normalmente no son
captados por tumores de bajo grado [40]. Los GBM si que presentan normalmente
rotura de BHE y aparecen como nddulos hipointensos en su centro necrotico que
captan el contraste de manera irregular (normalmente siguiendo un patrén en forma de
anillo hiperintenso que bordea los limites de la masa) al estudiarlos con secuencias
ponderadas en T; post-contraste [41]. El problema principal de este sistema de
diagnéstico es que entre 9-37,5% de los gliomas de alto grado no muestran captacién
de contraste y un 34-50% de los gliomas de bajo grado si captan contraste, por lo que
en esos casos un diagndstico limitado unicamente a los resultados obtenidos mediante
el contraste por IRM seria erroneo [42,43]. Existe una segunda generacion de
protocolos y agentes de contraste que difiere de la anterior en la concentracion de
gadolinio y en las propiedades de relajatividad (inverso del tiempo de relacién por mol
del agente). Ademas se estan sintetizando nuevos agentes para mejorar la deteccion y

seguimiento de este tipo de lesiones (seccion 1.3) [44].
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Ademas de las secuencias de IRM en la exploracién radioldégica se han incluido
secuencias de difusion, de imagen funcional y angiografia dentro del protocolo de
diagnéstico de tumores cerebrales para evaluar el tipo de tumor, extension de la lesion

y caracteristicas vasculares de la misma [45].

En resumen, puede decirse que el diagnodstico no invasivo de un tumor cerebral
comprende diferentes etapas, siendo la ultima de ellas la orientacién radiolégica del
grado y tipo de la lesién. El primer paso es la deteccion, que normalmente se lleva a
cabo mediante las imagenes T,,, ya que los tumores aparecen como masas
hiperintensas respecto al parénquima cerebral normal. Las secuencias T4, con
contraste produciran diferentes tipos de imagen dependiendo de la vascularizacion del
tumor y de la integridad de la barrera hematoencéfalica (BHE). A continuacion, se
evalua el impacto de la lesion en el resto del encéfalo asi como en los ventriculos y se
determina con la mayor precision posible la localizaciéon espacial del tumor y su
extension. Es importante analizar si las estructuras vasculares propias del cerebro
como la arteria carétida o la arteria cerebral media se ven afectadas por la masa.
Finalmente se procede a determinar el tipo y grado de la lesion, si es primaria o
metastasica, benigna o maligna, con el fin de aplicar el tratamiento mas adecuado
segun el caso. Normalmente la confirmacion del diagndstico se realiza a partir de un
analisis histopatologico de una biopsia del tejido anémalo, bien sea estereotactica o
parte de wuna reseccion mayor. Esto conlleva riesgos tanto a nivel de
mortalidad/morbilidad del paciente [46,47] como de diagnéstico, ya que se puede
subestimar el grado del tumor dependiendo de la zona de la que se haya extraido la
biopsia. En ese caso, disponer de una herramienta adicional eficaz de diagnéstico no
invasivo constituiria un importante avance para mejorar en lo posible el tratamiento de

este tipo de lesiones.
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Espectroscopia (ERM) e Imagen Espectroscopica de Resonancia Magnética (IERM)

Un método no invasivo prometedor para el diagndéstico de tumores cerebrales es la
ERM de protén ("H-ERM), que esta considerada como un complemento muy util de la
IRM y que actualmente se utiliza de manera rutinaria en los estudios de tumores
cerebrales de diversos centros clinicos del mundo, requiriendo solamente unos pocos
minutos para la adquisicion de espectros SV en imanes de 1,5T [9] . Los espectros se
obtienen normalmente de volumenes conocidos como voxels de aproximadamente 2-4
cm® y contienen informacién sobre metabolitos cerebrales importantes, como por
ejemplo colina, creatina, mioinositol, glutamato, N-acetil aspartato (NAA), lactato y
lipidos moviles (figura 1.14). EI NAA se considera como un marcador de viabilidad
neuronal que suele ver disminuida su concentracion en el caso de los tumores
cerebrales, reflejando la afectacion de neuronas y axones. La resonancia de la colina
(colina total) procede de un grupo de moléculas involucradas en la degradacion y
sintesis de membrana celular, principalmente de fosfocolina, glicerofosfocolina y
colina libre, por lo que se considera como un marcador de proliferacion. La creatina
total (creatina + fosfocreatina) hace referencia a compuestos involucrados en el
metabolismo energético de tejidos con demanda fluctuante de energia y se ve
disminuida en los tumores con respecto a parénquima cerebral sano. El lactato en
condiciones normales presenta valores no detectables en el parénquima cerebral
normal, pero en el caso de lesiones tumorales su concentracion suele elevarse
asociandose a regiones de alta actividad glicolitica. La funcién del mioinositol no es
bien conocida aunque se considera un marcador glial, pero se sabe que la intensidad
relativa de su resonancia se altera en determinadas patologias cerebrales. Las
resonancias correspondientes a los lipidos mdéviles aumentan en algunos tipos de
tumores, especialmente en los de alto grado, y cuando constituyen las resonancias
mas intensas son un indicador de necrosis (muerte celular). El glutamato es un

importante neurotransmisor excitador en el SNC y se ve elevado en los
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oligodendrogliomas. La alanina suele ser detectable en los meningiomas aunque no
estd muy claro cual es el significado funcional de dicho aumento de concentracion
[48,49] En el anexo 2 se detallan los principales metabolitos detectables en

parénquima cerebral humano, normal y/o patoldgico.

A B L el

(ppm) (ppm)

Figura 1.14: A) Espectro de 'H (TE=30ms; TR=2000ms) de materia blanca de un voluntario
sano. B) Espectro adquirido con los mismos parametros que en A) en un GBM. Los principales
metabolitos estan marcados sobre sus resonancias correspondientes: creatina total (Cr) a 3,03
y 3,94 ppm; colina total (Cho) a 3,22 ppm; NAA a 2,01 ppm; mio-inositol (ml) a 3,56 ppm;
glutamato y glutamina (GIx) entre 2 y 2,4 ppm; lipidos (Lip) y macromoléculas (MM) a 0,9 y 1,3

ppm y lactato (Lac) a 1,3 ppm (Figura adaptada de [48]).

Los radiélogos pueden asi correlacionar la informacién anatémica obtenida con la IRM
con la informacién metabdlica obtenida mediante la 'H-ERM. Los espectros aportan
informacién bioquimica que, una vez caracterizada para cada tipo de tumor y
utilizando el sistema de soporte informatico adecuado, pueden ayudar a la clasificacion
no invasiva de este tipo de tumores, aportando un apoyo adicional al actual sistema de
diagnostico [9]. Con la debida experiencia, los patrones de niveles relativos de
metabolitos se pueden interpretar visualmente para llegar a una orientacion

radioldgica, pero el resultado mas robusto se obtiene a partir de un analisis cuantitativo
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de los espectros y la utilizacion de métodos de reconocimiento de patrones. Sin
embargo, dichos métodos no se incluyen en el software estandar de los sistemas de

escaner de RM de los centros clinicos.

La IERM es una técnica no invasiva, al igual que la ERM, que proporciona informacion
metabdlica del tejido en estudio. En el caso de los tumores cerebrales, la IERM aporta
informacion que puede traducirse en mapas de intensidad o concentracién relativa de
diversos metabolitos, como colina, creatina, mio-inositol, lipidos o lactato. Estos mapas
muestran la distribucion espacial de los metabolitos en los tumores, que normalmente
suelen ser heterogéneos en composicion, y también permiten determinar el borde de
la lesion (importante para la reseccién quirdrgica) de una manera mas precisa que las
imagenes de T, y T,, detectando patrones de anomalia metabdlica en zonas que no
muestran anomalias morfolégicas por IRM (figura 1.15). La IERM también permite
estudiar posibles infiltraciones de células tumorales en el tejido normal, monitorizar
respuesta de los tumores a terapia y controlar la progresion de la lesién [49]. Este
examen permite obtener informacion sobre la celularidad tumoral (colina), el
metabolismo energético celular (creatina), la densidad neuronal (NAA), el nivel de
hipoxia (lactato) y la necrosis (lipidos moviles). Por ello ha sido una técnica muy
utilizada en el estudio de gliomas de grado alto, combinando estos resultados con la
informacion anatomopatoldgica correspondiente, aunque no en todos los centros
clinicos pueden adquirirse secuencias de IERM de calidad suficiente. Los mapas mas
utilizados son los que representan el cociente colina/NAA [50]. En el caso de GBM y
metastasis, estudios de la regién peritumoral por IERM han demostrado que en los
gliomas de alto grado estas zonas presentan cocientes NAA/colina menores de 1y
valores elevados de creatina y colina, mientras que esto no sucede en las metastasis.
Estos resultados probablemente reflejan la presencia de edema vasogénico en el caso
de las metastasis e infiltracion de células tumorales mas alla del limite de la masa

tumoral detectable por IRM en los GBM. Este hecho puede aplicarse también en la
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distincion de tumores infiltrativos versus lesiones mas circunscritas como los
abscesos, que no presentan espectros de patrén patologico en el tejido adyacente a la
lesion [48]. Recientemente se han combinado los resultados obtenidos por IERM con
los extraidos de estudios de difusién para gliomas de alto grado, relacionando zonas
de patron metabdlico anémalo con aquellas en las que la infiltracion tumoral es mas
probable debido a las caracteristicas de difusion del tejido [51]. Por otro lado, se esta
trabajando en el desarrollo de clasificadores que combinen datos de IERM e IRM [52].
Ademas, la IERM es muy util para diferenciar radionecrosis de recidiva tumoral en
pacientes sometidos a ciclos de radioterapia. Los estudios por IRM no permiten
distinguir entre tumor recurrente o progresién tumoral y cambios de necrosis o
inflamatorios debidos a efectos secundarios de la radioterapia. Estudios con IERM han
demostrado que existen diferencias en los cocientes colina/creatina y colina/NAA
calculadas en tumor recurrente, parénquima cerebral normal y zonas de radionecrosis
[53]. Aunque el desarrollo de las de las técnicas de IERM-PM se encuentre en un
estadio preclinico los resultados obtenidos [28] apuntan a que probablemente en el
futuro formara parte de las herramientas diagndsticas basadas en ERM/IERM para

tumores cerebrales [23,54].
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Figura 1.15: Estudio por IERM de un glioma difuso de tronco cerebral en un nifio. En la parte
superior se muestran los cuatro cortes de IRM en los que se ha adquirido la secuencia de
IERM con el grid en el VOI de adquisicién. En la parte inferior izquierda puede observarse un
grid conteniendo todos los espectros individuales adquiridos en el VOI. A la derecha se
muestran tres espectros individuales extraidos de diferentes regiones espaciales de uno de los
grids: A y B) Espectros adquirido en regiones de tejido normal; C) Espectro adquirido en el
tumor, conviene tener en cuenta que el patrén por ERM en A, que se encuentra en una zona
aparentemente normal por IRM, muestra anomalias espectrales por IERM) (Adaptacion de

[50]).

Analisis de reconocimiento de patrones

Aunque los radidlogos estan altamente familiarizados con la informacién anatomica
proveida por la IRM, no asi con la informacion proporcionada por la ERM/IERM, la

cual requiere un “background” bioquimico importante para su correcta interpretacion.
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En este sentido, son muy Uutiles las técnicas de reconocimiento de patrones, que

analizan objetivamente la informacion espectroscopica.

El analisis por reconocimiento de patrones consiste en el reconocimiento de patrones
de senales. El sistema de reconocimiento debe asignar a cada objeto su categoria o
clase (conjunto de entidades que comparten alguna caracteristica que las diferencia

del resto).

Un ejemplo de este tipo de aplicacion se ha desarrollado durante el proyecto

INTERPRET:

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

(http://azizu.uab.es/INTERPRET/) es un sistema de apoyo al diagnéstico desarrollado

inicialmente en el proyecto INTERPRET, financiado por la comision europea (figura
1.16). El objetivo de este proyecto era desarrollar nuevas metodologias que
permitiesen automatizar la clasificacion de tumores cerebrales humanos utilizando
datos de IRM y ERM vy fue disefiada para facilitar la incorporacion de resultados de
analisis de espectros de ERM en el proceso global de diagnéstico establecido para

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

DSS (con la imagen del voxel del que se obtuvo) [23,55,56].

Otro ejemplo es el Spectra Classifier v3.0 [57,58], una aplicacién en Java que permite
a los usuarios crear clasificadores basados en andlisis discriminante lineal (LDA).
Actualmente se estan desarrollando e implementando métodos de clasificacion de
tumores cerebrales que incluyen datos de ERM e IERM y se basan en el sistema de
reconocimiento de patrones, utilizando diferentes tipos de datos pre-procesados de
ERM e IERM y representando la informacién de una manera sencilla de interpretar

mediante sus herramientas de visualizacion.
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1.3 AGENTES DE CONTRASTE

Tal y como se introdujo brevemente en la seccion 1.1.3.1, el uso de los AC mejora
considerablemente la sensibilidad de la técnica de IRM para detectar posibles
diferencias entre el tejido normal y el patologico. Histéricamente en 1946, Bloch et al
[59], describio el uso de una sal de nitrato de hierro, paramagnética, para aumentar las
velocidades de relajacion de los protones del agua. Treinta afios después, Lauterbur y
Rudin [60] produjeron la primera imagen por RM mediante el uso de la sal de
manganeso Mn (Il) con el fin de distinguir entre los diferentes tejidos, basado en las
diferentes velocidades de relajacion. La fuerte expansion de la imagen médica ha
llevado al desarrollo de nuevas clases de agentes de contraste para IRM basados en
sustancias paramagnéticas y superparamagnéticas que estan disefiados para la
administracion a pacientes, ya sea para mejorar el contraste entre tejido normal y
patoloégico, o para evaluar la funciénalidad habitual normal del érgano o el flujo de

sangre en el tejido [61].

Dichos agentes actuan disminuyendo el T,y el T, de los protones del agua con los
gue estan en contacto y por lo tanto se describen como "agentes T," o "agentes T," (0
de contraste positivo y negativo, respectivamente) dependiendo de si la reduccién
relativa de los tiempos de relajacion causada por el agente de contraste es mayor para

los tiempos de relajacién longitudinales (T4) o transversales (T,).

Los “"agentes T," son paramagnéticos mientras los “agentes T,” son
superparamagnéticos de manera natural. Los primeros tienen un momento magnético
permanente. En solucidén acuosa, se establece una interaccién magnética dipolar entre
el momento magnético electrénico del atomo paramagnético y los momentos

magnéticos mucho mas pequefos de los protones de las moléculas de agua
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circundante. Fluctuaciones aleatorias en esta interaccibn magnética dipolar,
principalmente como resultado de los movimientos moleculares, puede reducir los
tiempos de relajacion tanto longitudinales (T1) como transversales (T,) de los protones
de agua, aunque la reduccién en T, es menor que en el T4. Por otro lado, los agentes
de contraste T, son usualmente particulas de 6xido de hierro formados por varios miles
de iones con momento magnético. Las propiedades superparamagnéticas aparecen
cuando los iones magnéticos estan alineados en presencia de un campo magnético
externo, resultando en particulas con un gran momento magnético Unicamente en

presencia de dicho campo externo.

En los tumores cerebrales en particular, los agentes mas utilizados en clinica son los
AC paramagnéticos basados en Gd** [62]. Dicho ion tiene siete electrones
desapareados que lo hacen el ion metalico paramagnético mas estable (es el ion

metalico paramagnético de mayor efecto sobre la relajatividad del agua) [61,63,64].

El uso de agentes de contraste basados en éxido de hierro (agentes T,) es mas
limitado debido a una serie de inconvenientes tales como su contraste “negativo”
(disminucién de sefal en lugar de aumento de esta) y el tamafio relativamente grande
de las particulas a utilizar [63,65], que puede conllevar problemas en cuanto a su

distribucion y nanotoxicidad.

Los agentes de contraste basados en Gd** presentan limitaciones importantes: el
atomo de Gd** en solitario es toxico, y por este motivo se utiliza conjuntamente con
agentes quelantes que con él, forman complejos termodinamicamente estables y
cinéticamente inertes. En clinica es habitual el uso de complejos de Gd** como
Magnevist® (Gadopentetato de Dimeglumina) [Gd(DTPA)(H,0)* y Dotarem®

(Gadoterato de Meglumina) [Gd (DOTA) (H.O)]". Los complejos paramagnéticos de
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Gd** mejoran la sefial de las imagenes ponderadas en T, (aumentando la sefial en los
sitios donde estan presentes) y por lo tanto, las imagenes son mas brillantes
(hiperintensas). Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos agentes requieren
una ruptura de barrera hematoencefalica para acceder a la localizacién del tumor
cerebral, lo que suele producirse en general en grados avanzados de dicho tumor,
retrasando por lo tanto su diagnéstico diferencial. Estos agentes son generalmente
inyectados a una concentracién milimolar, porque no son especificos y su relajatividad

es relativamente baja (~3mM's™) [66].

Una de las estrategias utilizadas para aumentar, potencialmente, la capacidad de
relajacion de estos agentes in vivo es disminuir la facilidad de su movimiento de
rotacion (aumento del tiempo de correlacion) del complejo mediante el uso de
conjugados macromoleculares de quelatos de Gd** [67]. Estos macro-conjugados
tienen otra ventaja sobre los quelatos clasicos de Gd**: una vida util en la sangre mas
prolongada, lo cual es de utilidad para ciertas aplicaciones en resonancia magnética.
Sin embargo, pocos de estos productos macromoleculares basados en Gd estan aun
aprobados para humanos. La mayoria de agentes de contraste actualmente utilizados
no son especificos y ademas, son mucho menos eficientes que lo previsto por la teoria
Ademas, es conocida la posible asociacion de estos agentes con la fibrosis sistémica

nefrogénica [68].

Por todo esto, se hace importante la investigacion con vistas a producir nuevos AC,
mas especificos, eficientes y seguros. Dentro de la investigacion en el campo de
nuevos agentes de contraste, la nanotecnologia ofrece un enorme potencial para la
tecnologia biomédica del futuro. Asi, han surgido nuevos materiales nanoestructurados
como potenciales agentes de aplicacion en el diagndstico y enfoques terapéuticos

medicos futuros. Ello es debido a sus caracteristicas Unicas reunidas en la misma
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“plataforma”, tales como su comportamiento superparamagnético, sus propiedades
fluorescentes (dependiendo del agente), asi como su tamafno comparable a las
biomoléculas. Especialmente, los nanomateriales con diferentes propiedades pueden
actuar como plataformas médicas multifuncionales, que hacen posible llevar a cabo la
adquisicion de imagenes multimodales, con uso diagndstico, pero también para
terapia, de manera simultanea [69,70]. Las nanoparticulas poliméricas, incluyendo los
dendrimeros, también se han explorado ampliamente para el diagndstico y terapia
[71]. Los materiales nanoparticulados “naturales”, tales como virus o lipoproteinas,
también han sido empleados para una variedad de aplicaciones, tales como la
administracién de genes y también para producir contraste en IRM [72,73]. Estas
pueden ser combinadas con nanoparticulas inorganicas para crear las llamadas
nanoestructuras hibridas, que pueden ser adaptadas para aplicaciones especificas
tales como el transporte de fluidos con funciones farmacolégicas y el suministro
controlado de medicamentos, entre otras [74]. Las nanoparticulas de 6xido de hierro y
de oro fueron pronto reconocidas por tener caracteristicas extraordinarias tanto para el
diagnéstico, como para la terapia [75,76]. Por ejemplo, las nanoparticulas de 6xido de
hierro se han utilizado ampliamente como contraste para la imagen de resonancia
magnética (IRM) [65]. Por otra parte las nanoparticulas de oro puede ser utilizadas, de
forma hibrida con 6xidos de hierro o solas en la deteccion éptica [77] asi como para

aplicaciones relacionadas con el tratamiento con hipertermia [78,79].

El desarrollo de agentes de contraste con potencial de vectorializacién especifica,
capaces de reconocer moléculas o receptores caracteristicos de un determinado tejido
o patologia, tendria un impacto clinico significativo. Una de las maneras de acercarse
a esta meta es desarrollar una plataforma para la fijacion de los AC a polimeros o
polisacaridos, formando agentes de contraste nanoparticulados que ademas permiten

su derivatizacion con sustancias adicionales que permiten dicha vectorializacion
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[80,81]. Las nanoparticulas, por lo tanto, aparecen como candidatos prometedores
para las plataformas de imagen molecular vectorializadas. Dentro de los agentes de
contraste de tamano nanométrico, se encuentran las gliconanoparticulas (GNP) con un
nucleo de oro y unidas a glucidos y a quelatos de gadolinio [82] como nuevas
herramientas polivalentes que imitan glicoesfingolipidos de la superficie celular.
Pequenas modificaciones en la estructura quimica de las GNPs podrian dar lugar a
grandes cambios en el potencial de produccién de contraste, ya que podrian afectar,
por ejemplo, el nimero de hidratacién del (Gd**) o el tiempo total de correlacién del
AC, que, tal como se ha comentado previamente, puede tener una gran influencia en
su capacidad de ejercer efectos de relajaciéon en los protones adyacentes del agua del

tejido estudiado.

En relacion a los AC negativos, el 6xido de hierro es el material mas investigado de
nanoparticulas para uso como agente de contraste negativo en técnicas biomédicas
debido a su alto momento magnético, la estabilidad quimica en condiciones
fisioldégicas y su baja toxicidad [83,84]. Ademas, modificaciones en la superficie de
estos AC negativos pueden mejorar su rendimiento, haciéndolos mas selectivos y por
lo tanto mas eficientes, por ejemplo, mejorar su estabilidad coloidal y proporcionar
mayor area superficial para funcionalizacion [85,86]. Sin embargo, algunas de las
modificaciones introducidas en las nanoparticulas para la funcionalizacién pueden
alterar sus propiedades superparamagnéticas (y, por lo tanto, el efecto de contraste
obtenido) que deben ser evaluados antes de seguir adelante con el desarrollo de las

mismas.

Para analizar el rendimiento de los nuevos candidatos a agentes de contraste se
requieren ensayos exhaustivos de relajatividad in vitro, ensayos preliminares de

toxicidad asi como estudios in vivo, lo que requiere el consumo de grandes cantidades
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de AC, las cuales no siempre estan disponibles. Por consiguiente, en una seleccién
preliminar de una serie de nuevos AC, es importante escoger compuestos candidatos
con un buen potencial de eficacia in vivo, para reducir al minimo el tiempo y el coste
invertidos en su desarrollo. La mayor parte de las estrategias in vitro usadas para
evaluar el rendimiento de un agente de contraste no son capaces de reproducir
correctamente las condiciones in vivo, lo que puede modificar su capacidad de generar

contraste a nivel preclinico o clinico [82,87,88].

Se han utilizado diferentes aproximaciones para mejorar esta situacion. Por ejemplo,
Fries y colaboradores [89] han utilizado directamente un enfoque in vivo utilizando
animales con tumor, sin ningun paso intermedio descrito entre los tests in vitro e in
vivo. Alternativamente, Cosentino y colaboradores [88] han intentado métodos
computacionales de simulacién para predecir el comportamiento de un agente de
contraste. Por otro lado, Hégemann y colaboradores [90] han analizado varios tipos de
nanoparticulas superparamagnéticas unidas a un péptido, incubandolas con una linea
celular de gliosarcoma para comprobar la interaccién y la internalizacion del AC
usando IRM. Aunque dicho método puede ser util para el analisis del rendimiento de
potenciales AC, el entorno in vivo no esta completamente reproducido en los cultivos
celulares utilizados. Es decir, ademas de la capacidad de produccion de contraste con
las células del tejido diana, también es necesario considerar la capacidad del AC para
alcanzar dicho tejido y su interaccion con la matriz extracelular asi como con

sustancias liberadas por otras células.

Seria util, entonces, desarrollar un método fiable para evaluar el potencial de un nuevo
candidato a AC antes de ir a estudios in vivo. Para ello puede ser conveniente tener en
cuenta algunas estrategias ex vivo que se han utilizado tanto para estudiar el potencial

de produccion de contraste del AC in vivo [91] como para evaluar las diferencias en su
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cinética de eliminacién debido a la estructura molecular del agente de contraste [92], o
la capacidad del AC para internalizarse y ser retenido por las células [93], aunque es
evidente que los mecanismos dinamicos de eliminacion presentes in vivo estan

ausentes ex vivo.

Otro aspecto a tener en cuenta es la interaccion del AC con macromoléculas o
proteinas de membrana que podrian restringir la movilidad general del quelato, con el
consiguiente cambio en su relajatividad [94]. Este tipo de efectos no pueden ser
evaluados facilmente in vitro y ello podria conducir a conclusiones erréneas cuando se
elige un compuesto entre una serie de potenciales AC. En conjunto, el método
estandar in vitro para evaluar el rendimiento del AC, el calculo de su relajatividad [95],
puede no ser un buen indicador del rendimiento in vivo y no se ha descrito aun un

método "ideal" post-mortem de evaluacion en modelos preclinicos.

En resumen, el desarrollo de nuevos y mejores AC podria beneficiarse del uso de un
método rapido y fiable para seleccionar AC con buen potencial de produccion de
contraste in vivo entre una serie de compuestos candidatos, y que fuese capaz de
reproducir lo mas fielmente posible el entorno biolégico que se dara in vivo. Ademas,
preferiblemente, este método deberia llevarse a cabo con pequenas cantidades de

material, dado que muchas veces la sintesis del AC puede ser costosa o compleja.

1.2.3 Modelos animales de la patologia tumoral cerebral

Actualmente, muchos de los avances en la caracterizacidon de los tumores cerebrales,
asi como en la mejora de su diagnéstico y tratamiento se estan llevando a cabo en

modelos animales que desarrollan la enfermedad de manera muy semejante al ser
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humano. No obstante, ningun modelo animal es perfecto, dado que los gliomas

humanos presentan un comportamiento biolégico y clinico muy heterogéneo.

De manera resumida, los modelos animales se pueden dividir en dos grandes clases:
Los modelos “transplantables” y los modelos “in situ” [96] (equivalente a los modelos
manipulados geneticamente de desarrollo espontaneo de tumores), (esquema en la
figura 1.17). Por su mayor rapidez en el desarrollo y mayor penetrancia y
reproducibilidad, los modelos transplantables (sobre todo los de inoculacién directa de
células) son mas utilizados, aunque es sabido que su desarrollo extremadamente

rapido no recapitula la mayoria de los comportamientos observados en gliomas

humanos, donde el periodo de desarrollo suele ser mucho mayor.
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Figura 1.17: Representacién esquematica de las principales categorias de modelos preclinicos
de tumores cerebrales en uso. Los modelos in situ pueden ser subcategorizados por el método

de induccion del tumor. Los modelos son comunmente

transplantables de tumor
subcategorizados dependiendo de si el tumor ha sido implantado en el 6rgano del que la linea
celular es originario (ortotépico vs ectdpico) y de la especie del cual es originario (singénico vs

xenogénico). Figura adaptada de [96].
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Modelos transplantables de tumores preclinicos

Los primeros intentos de desarrollar modelos transplantables singénicos a partir de los
tumores solidos se remontan a los afios 60-70, tal y como exponen en su revisién
McConville et al, de tumores de colon y pancreas, entre otros [97]. Dentro de los
modelos transplantables preclinicos, hay muchas variantes. Inicialmente, y ya
centrandonos en los modelos preclinicos de tumores cerebrales murinos, que seran
los estudiados en esta tesis, estos se pueden dividir entre la inyeccién estereotactica
de células de glioma en parénquima cerebral, bien de lineas celulares de raton
(modelos allograft singénicos) o de muestras obtenidas de biopsias de tumores
humanos (modelo xenograft). Una de las caracteristicas favorables de los modelos
allograft es que puede ser llevado a cabo en animales inmunocompetentes, evitando
posibles problemas de enfermedades concomitantes con el tumor que pudiesen

presentar los animales inmunodeprimidos [98-100].

Otra posible variante de los tumores transplantables seria el sitio de inyeccion de la
células tumorales, que puede ser ortotépico (el mismo sitio donde tuvieron origen), o
ectopico (en un sitio distinto al original) [101]. Algunos autores, por comodidad, optan
por el modelo ectépico transplantable, sobre todo en tumores cuyo sitio ortotdpico era
muy profundo o de dificil evaluacion (p.ej. en casos de respuesta a alguna terapia),
aunque hace 20 anos ya se sugeria que el efecto del entorno del tumor puede afectar

el comportamiento/respuesta de éste [102].

Estudios previos [103,98] han demostrado la importancia del entorno del “huésped”
(animal receptor) en la migracién de las células tumorales [104,105]. Por ejemplo la
presencia de factores especificos en el huésped como el proto-oncogen tirosina-kinasa
(src) en el endotelio del cerebro es esencial para la ruptura de la BHE en el tumor y la

invasion glioma [105,106].
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Modelo ortotdpico de glioma murino del alto grado: GL261

La linea GL261 de glioma de ratdén es una de las mas utilizadas para el estudio de
GBM vy se inocula normalmente en animales de la cepa singénica C57BL/6, dando
lugar a tumores con caracteristicas invasivas e infiltrativas similares a las de los GBMs
humanos [107]. Dichos tumores crecen de manera exponencial durante,
aproximadamente, cuatro semanas, ocasionando la muerte de los animales por efecto
de masa al final de este periodo de tiempo. Ademas, estudios que correlacionan los
hallazgos sobre angiogénesis tumoral obtenidos por IRM (volumen sanguineo cerebral
relativo) e histopatologia (marcadores de densidad vascular) en este modelo, han
demostrado que la IRM es una técnica no invasiva capaz de caracterizar la evolucion
de este modelo y por tanto aplicable en estudios de mejora del diagnédstico y de
respuesta a terapia [108]. Estudios sobre alteraciones génicas, caracteristicas
inmunoldégicas y sensibilidad a la radiacion demuestran la utilidad del modelo GL261
para investigar el efecto anti-tumoral de diversas estrategias terapéuticas:
inmunoterapéuticos, terapia génica, quimioterapia, radioterapia o terapia
antiangiogénica, teniendo en cuenta la moderada inmunogenicidad intrinseca de las

células GL261 en la cepa C57BL/6 [109].

Por otro lado, es cierto que los modelos inducidos, a pesar de tener la ventaja de
presentar un rapido desarrollo tumoral y de ser muy reproducibles no representan
exactamente las caracteristicas de angiogénesis e invasividad de los tumores
cerebrales humanos. Por ello, se han desarrollado modelos transgénicos en los cuales
los tumores aparecen de manera espontanea a lo largo de la vida de los animales,
emulando de una manera mas precisa la evolucion de la enfermedad en humanos

[110,111].
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Otros intentos de modelos transplantables a partir de tumores sélidos:

Distintos autores han llevado a cabo intentos de establecer modelos transplantables a
partir de tumores solidos. Para obtener el modelo singénico, en general la estrategia
es inducir el desarrollo de tumor en un animal, de manera espontanea, y luego
“perpetuar” esa linea en otros animales de la misma especie. No obstante, este tipo de
estrategia requiere una expansién de las células tumorales lo que inevitablemente
supone o bien un paso de cultivo in vitro, o bien etapas de crecimiento subcutaneo en
los mismos animales, lo que puede presentar ciertos inconvenientes. Por ejemplo, en
1984, Corbett et al [97] en su estudio habian detectado algunos cambios en las
caracteristicas de células tumorales originales al pasarlas por un cultivo “in vitro” antes
de implantarlas otra vez en subsecuentes animales, como por ejemplo la produccion
intrinseca de edema o ulceraciones locales. Barket et al, [112], también observaron
cambios en la morfologia del tumor obtenido después de los cultivos in vitro, aunque
este tiempo fue largo (empezando aproximadamente en 3 meses de pases entre
animales). Aunque en este estudio el tumor generado recapitulaba bastante bien el
tumor original, histopatoldgicamente presentaba formas nucleares mas andémalas y
mas zonas de necrosis. En dicho estudio, el tumor que originalmente era un
astrocitoma de grado Il mostré que, tras 6 meses de cultivo in vitro, empezaba a
presentar elementos compatibles con un sarcoma, lo que, incluso, a tiempos mas
largos de cultivo de dichas células in vitro, modificaba la supervivencia global de los
animales con los tumores transplantados, disminuyéndola, lo que supuso por tanto un

paso de grado Il a grado IV.

Es, por lo tanto preferible que el tumor transplantable lo sea hacia el mismo entorno
del que se origind, y que no sufra un cultivo demasiado largo “in vitro” para evitar
posibles modificaciones en la biologia y comportamiento del tumor resultante. Hay

que tener en cuenta también que el tumor transplantable, en todo caso, recapitulara en
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mayor o menor medida el tumor de origen, pero puede no ser representativo de toda la

clase histopatoldgica a la que pertenece.

La expansion de los tumores para trasplante — cultivos in vitro, obtencién del estadio
gliosferas en el caso de los tumores gliales, nos ofrece el potencial de perpetuar de
manera reproducible las caracteristicas bioldgicas del tumor del cual fueron
generadas, ademas de asegurarnos la continuidad genotipica del animal del cual se
extrae el tumor. Una vez generadas estas gliosferas [113], podemos contar con un
modelo transplantable en cualquier momento, dado que se pueden congelar y volver a

inducir tumores en los animales de experimentacion.

Modelos “in situ” o de desarrollo espontaneo de tumores

Estos modelos se basan en la expresién de transgenes o el silenciamiento knock-out
de determinados genes involucrados en el desarrollo de tumores cerebrales humanos
primarios, por lo que son capaces de reproducir sus patrones de progresion [114]. Uno
de los ejemplos mas representativos son los modelos murinos llamados genetically

engineered mice (GEM).

En esta tesis se ha tenido acceso a varios tipos de ratones GEM (ver capitulo 1 para
detalles adicionales) algunas caracteristicas principales de las cuales se introducen a
continuacion. Para facilitar el seguimiento de dichos modelos se ha adoptado una
codificacion arbitraria, nombrando cada tipo con una letra de “colonia de cria” (S, P, G,

N, yR)

Colonia S:
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Los ratones pertenecientes a la colonia “S”: (s1003 -v-erbB / InK4a-Arf (+/-)) son

animales que principalmente generan oligodendrogliomas de grado Il.

Una de las caracteristicas de los oligodendrogliomas es la desregulacion de EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). Los factores de crecimiento
pertenecen a una familia de polipéptidos que se unen a sus correspondientes
receptores y estimulan la proliferacién y diferenciacion celular tanto en las células
normales como en las malignas. Uno de los receptores de factores de crecimiento
cuya union a su ligando especifico lleva a la proliferacion celular es el EGFR cuyo gen

se encuentra en el cromosoma 7 en la region 7p12 [115] .

En el modelo murino de la colonia S se utiliza el promotor de proteina S-1008 (una
proteina que se expresa en células progenitoras de oligodendrocitos) [116], para
generar ratones transgénicos que expresen v-erbB un alelo de transformaciéon de
EGFR, el cual es estructural y funcionalmente similar a EGFR (una version truncada y
constitutivamente activa) [111], y como resultado se obtienen tumores infiltrantes que

reflejan las caracteristicas histopatolégicas de los oligodendrogliomas humanos.

Son animales transgenicos heterocigotos para ink4a/arf. La pérdida de
heterocigosidad de Ink4a/Arf es decir, que se pierde el alelo normal ink4a/arf que
quedara después de que el otro hubiera mutado, con lo que solo queda en esa célula
la expresidon del mutado inicial que pasa a ser entonces dominante comun en los
oligodendrogliomas de alto grado en los seres humanos y se asocia con una
supervivencia mas corta [117]. Estos ratones presentan homocigosis de Ink4a/Arf, lo
que ayuda al desarrollo de tumores con latencia corta, aumento de penetrancia, y

aumento del grado patoldgico.

Colonia P
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Los animales pertenecientes a las colonia “P”: S100B-v-erbB/p53(+/-), son animales
que generan oligodendrogliomas de alto grado. Para la generacion de estos ratones el
grupo productor (ver seccion 3.2.1.3 en métodos del capitulo 1) utilizé el promotor de
la proteina S100p para generar ratones transgénicos que expresaban v-erbB, un alelo
de transformacién de EGFR en sus células precursoras de oligodendrocitos como en
la colonia S, y como resultado se obtienen tumores muy infiltrantes que reflejan las

caracteristicas histopatologicas de los oligodendrogliomas humanos.

Los oligodendrogliomas humanos se caracterizan por: a) la desregularizacion de la via
de crecimiento dependiente de EGFR, b)la inactivacién de los supresores de tumor
INK4a/Art y/o PNET y c) La mutacion de p53 [115,118]. Los oligodendrogliomas
humanos muestran también una combinacién de la pérdida del brazo corto del
cromosoma 1 y el brazo largo del cromosoma 19 o una mutacion en p53 lo que
permite su progresion tumoral [119]. Varios de los cambios moleculares mencionados

se encuentran presentes en los ratones de la colonia P.

Segun los proveedores de las colonias S y P originales (grupo W.A. Weiss ver seccién
3.2.1.3), la colonia P tenia un tiempo de latencia inferior para la aparicion de tumores

espontaneos y se generaban oligodendrogliomas mas bien de tipo anaplasico.

Colonia G

Entre las colonias estudiadas en esta tesis se encuentra también la colonia G (GFAP-
v-src) la cual genera animales que desarrollan tumores astrociticos de grado
intermedio. Es conocido que la expresion constitutiva de la proteina tirosin kinasa viral
(SRC) homologada del dominio tirosin kinasa del EGFR es capaz de generar tumores
neuroectodérmicos en roedores [120] y estos gliomas experimentales pueden ser

inducidos por inoculacion intracerebral del virus del sarcoma de Rous (RSV) en
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perros [119]. En un estudio immunohistoquimico incluyendo 108 tumores cerebrales
humanos, en varios de ellos se encontré que eran positivos para SRC mientras que
en el tejido normal cerebral eran negativos [121]. Es por ello que una de las
caracteristicas principales de este modelo tumoral es la presencia de la secuencia de
codificacion de SRC tirosin kinasa viral del virus de sarcoma de Rous (RSV) (en
esencia homologa a un EGFR truncado, sin dominio extracelular), bajo control de los
elementos reguladores del gen GFAP, proteina que aumenta su expresién en el
proceso de diferenciacion de los astrocitos [122].

Colonia N

Otra de las colonias GEM estudiadas en esta tesis fue la colonia N, (Nf1-Trp53(+/-)).
Como es bien conocido, los astrocitomas son tumores altamente infiltrativos. En este
sentido un modelo de ratén para astrocitomas debe ser capaz de permitir hacer un
seguimiento de la progresion tumoral que permita la prueba de agentes terapéuticos
en distintos estadios de dicha progresion. Los modelos astrociticos hasta ahora
comentados fueron disefiados para expresar principalmente proteinas oncogénicas en
astrocitos, aunque presentaban limitaciones importantes, como su baja penetrancia
tumoral o la limitada progresion del tumor [123,124]. Por otra parte los ratones
pertenecientes al modelo N, presentan la mutacion de dos genes supresores de tumor
Nf1 y p53. Las mutaciones en Nf1, en pacientes humanos causan desarrollo de
neurofibromatosis tipo | (Nf1) y, estas presentan un elevado riesgo de progresar a
gliomas, astrocitomas y glioblastomas [125,126]. El supresor de tumor p53 a menudo
lleva al desarrollo de un subconjunto de astrocitomas que se presentan a edades
tempranas y tienen un progreso lento a glioblastoma (tipo secundario por tanto). Los

glioblastomas secundarios, progresan mas lentamente que los primarios.

El modelo de raton GEM de la colonia N deberia mostrar un rango de etapas del

astrocitoma desde astrocitoma de bajo grado a glioblastoma multiforme y se suponia
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que modelaba con exactitud un glioblastoma secundario humano con la pérdida de
p53 normal. Este fue uno de los primeros modelos reportados para astrocitomas en

grados bajos ocasionados por la pérdida de genes supresores de tumor [127,128]

Colonia R

Los animales de esta colonia desarrollan astrocitomas. El modelo RasB8 [127] esta
caracterizado por la presencia del transgen GFAP-V*> HA-ras cuya expresion es regulada
por el promotor especifico de astrocitos Glial fibrillary acid protein (GFAP), como en el
caso de la colonia G. Ademas el gen Lac Z que codifica para la proteina [3-
galactosidasa también es parte de la construccion transgénica y esta bajo el control
del mismo promotor. Por lo tanto, dicho Lac Z puede utilizarse como control de la
incorporacion del transgen. Los ratones RasB8 se obtuvieron por parte del grupo
desarrollador del modelo por la técnica de transfeccién de un retrovirus que lleva el
gen de interés y un marcador que solo se expresa en células madre embrionarias de
raton. Después de la seleccion positiva, las células se transfieren a una hembra
pseudo-prefiada, con el fin de crear embriones quiméricos. Los ratones quiméricos se
cruzan con ratones normales y aquellos que incorporaron el transgén en su linea
germinal generaran descendencia transgénica. La sobreexpresion del gen V'? HA-Ras,
aunque no es una aberracion primaria molecular clasica de los astrocitomas humanos,
inicia la secuencia de acontecimientos genéticos que conduce al desarrollo de
astrocitomas en ratones. Los ratones RasB8 muestran una progresion similar tanto a
nivel patolégico como molecular a los astrocitomas humanos [127,129]. Los ratones
que expresan dicho transgen desarrollan astrocitomas con polimorfismo mitético y
astrocitos infiltrativos y también estan asociados con un aumento de vascularizacion y
necrosis [127]. Ademas, varias de las alteraciones genéticas asociadas con

astrocitomas humanos de bajo y de alto grado fueron también observadas en este
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modelo de ratén, incluyendo el aumento de expresion de EGFR y VEGFR, asi como

cambios en la expresion o mutaciones de p53 [129].

54



OBJETIVO GENERAL

2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de la presente tesis fue:

Mejorar los modelos preclinicos accesibles de tumores cerebrales humanos para

futuros estudios de imagen molecular de progresion tumoral y de respuesta a la

terapia.

Dentro de dicho objetivo general la tesis se ha desarrollado en dos capitulos de

mejora de dichos modelos preclinicos:

Capitulo 1: Descripcion y caracterizacion de las colonias de “Genetically

Engineered Mice” (GEM) accesibles al GABRMN.

Capitulo 2: Intento de generacion de un modelo transplantable de tumor cerebral

murino de bajo grado

Y, finalmente, en un capitulo dedicado a una aplicacion del estudio de dichos modelos.

Capitulo 3: Desarrollo de un método para evaluar el potencial de nanoparticulas

como agentes de contraste in vivo.
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CAPITULO 1:
Descripcion y caracterizacion de las colonias de “enetically engineered mouse”
(GEM) accesibles al GABRMN

3. CAPITULO 1: DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE LAS COLONIAS DE

“GENETICALLY ENGINEERED MICE” (GEM) ACCESIBLES AL GABRMN.

3.1 SUB OBJETIVOS

o Caracterizar genotipicamente las diferentes colonias de animales GEM
introducidas en la seccion 1.2.3, identificando los animales poseedores de los
genotipos de interés para deteccidon y estudio de posibles masas tumorales y

su caracterizacion por IRM/ERM/ IERM.

e Realizacién de estudios preclinicos de IRM/ERM/IERM, ademas de estudios
histopatologicos, para la caracterizacién de las colonias y de los tumores

desarrollados por los animales que las componian.

3.2 MATERIALES Y METODOS

Los animales de la colonia S y P se obtuvieron del repositorio MMHCC del NCL,
Estados unidos, los animales de la colonia G del repositorio EMMA de Monterotondo
Italia, los animales de la colonia N a través de una colaboracion con la Dra Karlyne
Reilly, co-desarrolladora del modelo finalmente la colonia R fue obtenida del

laboratorio del Dr. A. Guha’s en Toronto, Ontario, Canada.
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(GEM) accesibles al GABRMN

3.2.1 Caracterizacion genotipica

Se realiz6 la caracterizacion genotipica de 5 diferentes colonias de animales GEM. Las

colonias con las que se trabajaron fueron las siguientes:

- S:s100B -v-erbB / inK4a-Arf (+/-).
-  R: GFAP-V12 HA-ras B8 (RasB8)
- P: S100B-v-erbB/p53(+/-)

- N: Nf1-Trp53(+/-)

-  G: GFAP-v-src.

3.2.1.1 Identificacion de los animales y obtencion de las muestras

Pasadas 3 semanas desde el nacimiento de los animales, se procedid a marcar las
orejas de cada ratdbn con “muescas”’ (agujeros troquelados circulares, en ambos
pabellones auriculares) figura 3.1, de manera de generar un patrén Unico de marcas para
cada animal dentro de una determinada jaula (1,2,3 muescas y combinaciones entre las

dos orejas), el nUmero maximo de animales por jaula era de 8.

Para la extraccion del ADN se corté un pequefio trozo del extremo de la cola (4 mm), el
cual se almacend a -20°C hasta el momento de su uso. El extremo de la cola de los

animales se cauterizé inmediatamente para evitar un sangrado excesivo.
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Figura 3.1: Esquema de la forma en que se hicieron las marcas para la identificacion de los ratones.

3.2.1.2 Extraccion de ADN

Se puso un fragmento de 4mm de la cola de cada raton en 30-40ul de solucién de lisis
en un tubo de eppendorf de 0,5 ml. La solucion de lisis fue preparada mezclando: 75
pI de tris-HCI pH = 8, 5mM, 3 ul de EDTA 1 mM, 15 pl de SDS 0,2%, 6 pl de NaCl 20

mM, 15 ul de proteinasa K a 100 mg/l y 1386 pl de H,O.

Las colas permanecieron en la solucién de lisis durante toda la noche en un bafio de
agua a 55°C. La solucién fue posteriormente llevada a temperatura ambiente (~24°C),
y se le afadié 200 ul de H,O. A continuacion, la solucion se agité en el vortex por
aproximadamente 10 segundos. Las muestras se calentaron a 100°C durante 5
minutos en un bano de vapor (Digital Dry Bath, Labnet international Inc), y finalmente
fueron centrifugadas a 16.300xg (microcentrifuga Spectrofuge 24D) por 5 minutos. El
sobrenadante, que contenia el ADN, fue recuperado y transferido a un eppendorf de

0,5 ml.
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3.2.1.3 Amplificacién del ADN

Cinco diferentes protocolos de PCR, que se describiran a continuacion, fueron
utilizados para la amplificacién del ADN, cada uno correspondiente a las diferentes

colonias de animales estudiado.

Paralelamente y con la finalidad de control del correcto desarrollo de la PCR, se
amplificaron también genes “constitutivos” (tubulina), protocolo comuin a todas las
colonias y que se describira en la seccion 3.2.1.3.1. Todos los encebadores citados a

continuacion se adquirieron de Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Germany.

PCR Colonia S: s100pB -v-erbB / inK4a-Arf (+/-)

Para la amplificacion del gen S100B-v-ErbB se utilizaron los encebadores 5'-
CTCACAGCAATCTCAAAGCTCCCC-3 y 5-AGCCTCCAAAGTCAGGTTGATGAGC-3,
segun lo descrito en [111]. Para Ink4a-Arf(+/-) se utilizaron tres encebadores diferentes

(para analizar los dos supresores tumorales)

5-GTGATCCCTCTACTTTTTCTTCTGACTT-3’, 5-GAACGCAAATATCGCAC-3, y 5'-
GAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCCA-3. El protocolo de PCR fue el siguiente:
([temperatura (°C)/duracion (min)] / numero de ciclos): [95/5] / 1; [(95/1), (60/0,5), (72/2)] /

29; [72/10]/ 1

PCR Colonia R: GFAP-V12 HA-ras B8 (RasB8)

Para la amplificacion del gen GFAP-V12 HA-ras se utilizaron los encebadores (GFAP-
GFP 5-ACTCCTTCATAAAGCCCTCG -3' localizado en el promotor GFAP y encebador

inverso Ras: 5-CTCGAATTCTCAGGAGAGCACACA CTT-3' localizado en la region 3' del
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HA-ras cADN [127]. El protocolo de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién

(min)] / nimero de ciclos): [94/10]; [(94/1), (52/1), (72/2)], [72/1) 39; [72/5]/ 1.

Para la amplificacién del gen Lac Z se utilizaron los encebadores, (LacZ): 5-CCA
GCTGGCGTAATAGCG AAG -3' y encebador inverso (LacZ): 5-CATCGTAACCGT
GCATCTGCC-3'. El protocolo de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)]

/ nimero de ciclos): [94/10]; [(94/1), (62/1), (72/1)], / 39; [72/5]/ 1.

PCR colonia P: S100B-v-erbB/p53(+/-)

Para la amplificacion de los genes S100B-v-erbB/p53(+/-) se utilizaron los siguientes
encebadores: wt P53-wt1 5-GTGTTTCATTAGTTCCCCACCTTGAC-3’, P53-wt2 5-
CTGTCTTCCAGATACTCGGGATAC-3', y los mutantes P53-M1 5-GGGACAGCCAAG
TCTGTTATGTGC-3', P53-M2 5-TTTACGGAGCCCTGGCGCTCGATGT-3'. El protocolo
de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)] / nimero de ciclos): [94/3] / 1;

[(94/1), (57/1)] 1 29; [72/1]/ 1; [72/10] / 1; [4/5] / 1.

PCR colonia N: Nf1-Trp53(+/-)

Para la amplificacion de los genes Nf1 y p53 se utilizaron los siguientes encebadores
X6.5, 5’ACAGCGTGGTGGTACCTTAT3’, X7, 5TATACTCAGAGCCGGCCT3’, Neo18,
5'CTATCAGGACATAGCGTTGG3’, Nftwt, 5" TTCTGGCCTTATTGGACACC3’, NFcm,
5'GCACAAAAGAGGCACTGG AT3’, NF1mt, 5 GGAGAGGCTTTTTGCTTCCT3". EI
protocolo de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)] / numero de ciclos):

[94/3] 1 1; [(94/1), (57/1)] 1 29; [72/1] / 1; [72/10] / 1; [4/5] / 1.
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PCR colonia G: GFAP-v-src:

Para la amplificacion del gen GFAP-v-src se utilizaron los siguientes encebadores
5 TGGAGCGCAGACGCATCAC-3", 5 GCAGCACACAGACAAAAGCG-3'. El protocolo de
PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)] / numero de ciclos): [94/3] / 1;

[(94/1), (57/1)] / 29; [72/1] 1 1; [72/10] / 1; [4/5] / 1.

3.2.1.3.1. Protocolo de amplificacién y PCR del gen constitutivo

El gen constitutivo tubulina se utilizaba como control en todos los casos, excepto en la
colonia R para el gen LacZ, dado que la similitud de los fragmentos producidos causaba

superposicion con el gen constitutivo. En este caso se utilizo el gen de la actina.

Los encebadores para la tubulina fueron: 5-TCGTGGAATGGATCCCCAAC-3' vy el
encebador inverso: 5-CTCCATCTCGTCCATGCCCT-3' y los encebadores para la actina
fueron: 5-ACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3' y el encebador inverso: 5-ATCTCCTTCTGC
ATCCTGTC-3'. El protocolo de PCR fue el siguiente: ([temperatura (°C)/duracién (min)] /

numero de ciclos): [94/10] / 1; [(94/1), (62/1), (72/1)] / 39; [72/5] / 1.

3.2.1.4 Electroforesis

Los productos de la PCR fueron analizados en un gel de agarosa horizontal al 2%
peso/volumen (p/v), disuelta antes de la gelificacion en la solucion tampoén de

electroforesis Tris-Borato-EDTA pH:8, 50mM (TBE, AplliChem Gmbh). Se anadié

61



CAPITULO 1:

Descripcion y caracterizacion de las colonias de “enetically engineered mouse”

(GEM) accesibles al GABRMN
bromuro de etidio (EtBr) a la agarosa diluida a una concentracion final de 0,1 pg/ml, con
el fin de permitir la visualizacion del ADN bajo luz ultravioleta (UV). La preparacion de la
muestra de ADN para cargarla en el gel consisti6 en anadir 2 pl del tampon de
electroforesis (Ecogen) a 10 pl de muestra (la muestra es lo que se obtiene de los ciclos
de la PCR directamente). Los marcadores de peso molecular de ADN en un rango de
tamano concreto (50-1000 pares de bases (pb) BioVentures, Inc.) se cargaron de la
misma manera que una muestra en un carril de cada gel para poder evaluar de manera

visual el numero de pares de bases de los fragmentos amplificados. EI ADN tenido

mediante EtBr fue visualizado en un transiluminador de Bio-Rad a 260 nm.

Un ejemplo del resultado obtenido con el analisis de animales de las colonias G, Ny S se

muestra en la figura 3.2.
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Figura 3.2: Gel de electroforesis con los productos de PCR de las colonias G, Ny S. En la
colonia G se observa una banda a 400 bp (flecha roja) cuando el animal es transgénico,
mientras que si es wt (flecha café) no se aprecia ninguna banda. En la colonia N, 5 ejemplos:
en el primer y tercer carril esta el genotipo mutante (M) con bandas a 460, 390, 300 y 130 bp

(flecha azul). El segundo y cuarto carril de la colonia N corresponden al genotipo Ko+/- que
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tiene bandas a 675, 460, 390, 300 y 130 bp (flecha verde) es decir las mismas de “M” mas una
a 675 mientras que en el caso de los wt, solo se detectaban bandas a 460 y 390 bp (flecha
amarilla). Finalmente en la colonia S, se observa el resultado obtenido para 9 animales (el
transgen TG se ve en un carril diferente al Ko) detectando bandas a 525 bp para el Tg, a 313

bp para el mutante Ink4a-Arf (flecha rosa) y a 278 bp para el wt Ink4a-Arf (flecha negra).

Un ejemplo del resultado obtenido con el analisis de animales de las colonias Ry P se

muestra en la figura 3.3.

M (bp) A B C A B C
1000
o = D
525/500
400 e
m | —
120 - TR e -
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Figura 3.3: Genotipado de colonias R y P A.1) Ejemplo del genotipado de animales de la
colonia R. A la izquierda se observa el marcador de peso molecular y el numero (band size) se
refiere al numero de bp. El gen constitutivo tubulina (elipse blanca) corresponde a la banda de

120bp y esta presente en todas las muestras (figura A y B). La banda visible a 700bp (elipse
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roja) representa la amplificaciéon del transgen (V12 HA-ras) por lo tanto, las muestras con dos
bandas visibles confirman ratones transgénicos RasB8 (columnas A y B en A.1), mientras que
en ratones wt, sélo la banda de tubulina (elipse blanca) es visible (columna C en A.1), lo que
nos confirma que la PCR es correcta pero no hay transgen. A.2) La PCR para Lac Z (elipse
blanca) se hace en un gel diferente (A.2) porque su producto de amplificacién genera una
banda similar a la tubulina (120bp). Las bandas relativas a este gen se ven en los animales
transgénicos (A, B en A.2) y estan ausentes en los animales wt. En B.1y B.2 se muestra un
ejemplo del genotipo de ratones de la colonia P. B.1) Ejemplo del genotipado de un ratéon de la
colonia P s100p -v-erbB / P53 +/- para wt de p53 por lo que solo es visible la banda de tubulina
(elipse blanca), B.2) Ejemplo del genotipado de un raton de la colonia P s100B -v-erbB / P53
para el gen mutante para p53 (elipse roja), que se puede observar en la banda de 500bp

(animales P2, P3, P6, P7 y P10).

3.2.2 Estudio piloto de caracterizacion de la colonia GEM

El protocolo estandar de caracterizacién consistia en explorar semanalmente mediante
IRM/ERM/IERM los animales mas abajo mencionados, con métodos que se describen de

manera detallada en subsecciones posteriores.

Inicialmente los animales incluidos en el protocolo piloto eran animales reportados como
portadores de sintomas neurolégicos que podrian indicar la posible presencia de alguna
masa tumoral. Dichos animales habian sido inspeccionados por los veterinarios del
Servei d’Estabulari de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) mediante el protocolo
de supervision incluido en el Anexo 3. En una primera fase solo se estudiaron los
animales pertenecientes a las colonias G, N y S, es decir nos centramos en las colonias
que en trabajos previos del grupo parecian producir los mejores resultados, es decir, las
que presentaban mayor numero de animales con masas andomalas detectadas. A

continuacion se inici6 una segunda fase, para explorar periddicamente (1 vez por
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semana) los animales que presentaban sintomas neurolégicos, y ademas incluir

rutinariamente como en la fase 1, todos aquellos animales que tuvieran los genotipos

transgénicos. Ademas se creyo conveniente en esta segunda fase incluir dos colonias

que se habian empezado a cruzar recientemente, las colonia P y R, por el interés en el

desarrollo de tumores con caracteristicas ligeramente distintas (p. ej. Colonia R,

astrocitoma en evolucion).

La finalidad de este estudio piloto fue desarrollar e implementar protocolos para la
deteccién y posterior estudio de masas anémalas de manera que fueran utilizados en
estudios posteriores mas complejos, pero debido a falta de tiempo/recursos no se
pudieron llevar a cabo dichos estudios, aunque cabe destacar que si nos permitio
obtener resultados necesarios para el desarrollo de clasificadores diagndsticos de tipo

y grado tumoral.

Otra de las finalidades de este protocolo piloto, era llevar a cabo estudios de respuesta
a terapia con Temozolamida (TM2) en tumores de grado bajo/intermedio, pero, al no
obtener una buena penetrancia dicho estudio “mas completo” no fue posible. Razén
por la cual se decidid iniciar la colaboracion con el grupo del Dr. Canals para intentar
desarrollar un modelo transplantable de grado bajo con mejor penetrancia (ver capitulo

2).

3.2.2.1 Estudios por resonancia magnética (IRM/ERM/IERM)

Los estudios por resonancia magnética se llevaron a cabo en un iman horizontal de 7T

(BioSpec 70/30, Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania) instalado en el Servei de RMN

(SeRMN) de la UAB (figura 3.4), que es parte de la plataforma tecnoldogica de

Aplicaciones Biomédicas de la Resonancia Magnética Nuclear de la UAB, conjunta entre
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el Centro de Investigacion Biomédica en Red - Bioingenieria, Biomateriales y
Nanomedicina (CIBER-BBN), y la UAB. Este iman se encuentra equipado con gradientes

(bobina de gradientes B-GA12 insertada en un sistema de gradientes B-GA20S) y una

sonda de recepcion de superficie en cuadratura para 'H, desacoplada activamente de

una sonda de emision de volumen de 72 mm de diametro interno.

Figura 3.4: A la izquierda vision general del montaje de un ratén en el Biospec 70/30, a la derecha

detalle de la cama y la sonda.

Esta configuracién de alto rendimiento proporciona intensidades de gradientes de hasta
400m T/m, con velocidades de cambio de 5.500 T/m/s y tiempos de activacion de 80
microsegundos, y dispone de corrientes en bobinas para la homogeneizacién del campo

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

Los animales fueron colocados en una plataforma adecuada para el escaner y
anestesiados con isoflurano 0,5-1,5% en O,, de manera que su patrén respiratorio se
mantenia a frecuencia aproximadamente constante (60-80 respiraciones por minuto). La
temperatura de los animales se mantuvo constante (36,5 - 37,5°C) por medio de un bafio

de agua recirculante conectado a la plataforma para animales. Un mismo sistema de
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monitorizacion permitié controlar la temperatura rectal (mediante el uso de una sonda

para la medicion de dicha temperatura) y la frecuencia respiratoria: (PC-SAM

Instruments, Inc., New York, USA).

La mayor parte de puesta a punto de los métodos de IRM/ERM/IERM de esta tesis se
llevd a cabo con ratones aquejados de tumores GL261 (inducidos por inyeccion
estereotactica) y por eso son los que aparecen en las figuras ilustrativas de los distintos
apartados de métodos. Todos los ratones usados para experimentacion fueron
identificados con un cédigo unico (letra + numero), por ejemplo la letra C indica

normalmente un ratén con tumor GL261 (ver también seccion 4.2 del capitulo 2).

3.2.2.1.1 Estudios por IRM

Para los estudios por IRM se utilizaron secuencias de referencia en los planos axial,
sagital y coronal. Los parametros de adquisicion fueron los siguientes: para los planos
sagital y coronal se adquirié una secuencia RARE, numero de ecos registrados, 8; campo
de vista (FOV), 19,2 x 19,2 mm; matriz (MTX), 128 x 128 (32 x 32 um/pixel); nimero de
cortes (NS), 3; grosor de cada corte (ST), 0,5mm; espacio entre cortes (Gap) 0,1mm;
TR/TE, 2000/16ms; numero de promedios (NA), 1; tiempo total de adquisicion (TAT), 24
s. Para los planos axial y coronal, se realizaron secuencias de alta resolucion ponderadas
en T, (To,-HR). Los parametros de adquisicién fueron los siguientes: secuencia RARE,
nuamero de ecos registrados, 8; (FOV), 19,2 x 19,2 mm; (MTX), 256 x 256 (75 x 75
pm/pixel); (NS), 10; (ST), 0,5mm; (Gap) 0,1mm; TR/TE, 4200/36ms; (NA), 4; (TAT), 6 min
y 43s. Estas secuencias se utilizaron para localizar y evaluar la presencia de posibles
masas andmalas en el encéfalo del raton. A continuacién se procedié a adquirir otras

secuencias para una mejor caracterizacion de los tejidos de interés.
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Imagenes ponderadas en T (T1w)

Para evaluar la integridad de la BHE (o rupturas en su integridad) y poder asi orientar
mejor el grado de la lesion, se llevaron a cabo estudios con inyeccién intraperitoneal de
Gadolinio-DTPA (Magnevist, Schering, Espafa) (0,2 mmol/Kg). 80ul por cada 20g de
peso del animal. Para ello, se utilizé una secuencia ponderada en T, para detectar
cambios en la captacion de contraste (T1,-CE) cuyos parametros de adquisicion fueron
los siguientes: secuencia Spin Echo con FOV, 17,6 x 17,6 mm; MTX, 128 x 128; NS, 3;
ST, 1 mm; Gap, 0,1 mm; TR/TE, 350/8,5 ms; NA, 1; TAT, 44,8s. La secuencia se adquirio

antes y 20 min después de la inyeccién intraperitoneal (i.p) de Gd-DTPA.

3.2.2.1.2 Estudios por ERM

Los patrones espectroscépicos de parénquima cerebral potencialmente tumoral fueron
adquiridos con secuencias de ERM, que se llevaron a cabo posicionando el volumen de
interés (voxel) de forma que de poder ser, quedase totalmente englobado en la masa
anomala detectada en la exploracion por IRM (figura 3.5). Los estudios por ERM se
realizaron cuando el volumen de la lesion era lo suficientemente grande como para
colocar un voxel de (2,5 mm)3 (2,5x2,5x2,5mm; 15,6 pl) en su interior sin abarcar tejido
peritumoral/normal para evitar contaminaciones de metabolitos procedentes del tejido
circundante en el patron espectral de interés. Para ello se utilizaron secuencias con
localizacién PRESS y supresion de agua con el método variable pulse power optimized
relaxation delays (VAPOR) [130] y dos tiempos de eco: 12 ms y 136 ms. Los parametros
de adquisicion fueron: amplitud espectral (SW), 4006,41 Hz; TR, 2500 ms; NA, 128; TAT,

5miny 30s.
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Figura 3.5: Izquierda: ejemplo de imagen de alta resoluciéon ponderada en T, (T,, HR), del
ratén C567 (tumor GL261). El recuadro rosa muestra la posicion del voxel. A la derecha, se
muestran los espectros a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms,
respectivamente, en el rango de 0 a 4,2 ppm con algunos de los metabolitos mas

representativos sefalados. Ver anexo 2 para el significado de las abreviaturas.

En la tala 3.1 se pueden observar los principales metabolitos estudiados en esta tesis

y su desplazamiento quimico.

Metabolito ppm
Lipidos Moviles (MM) 0,9,13y20

Lactato (Lac) 1,33
Alanina (Ala) 1,47
N-acetil aspartato (NAA) 2,02
Creatina (Cre) 3,03
Colina (Cho) 3,21
Taurina,Glucosa (Tau) 3,43
Glucosa (GI) 3,80

Tabla 3.1. Principales metabolitos estudiados en esta tesis y sus desplazamientos quimicos.
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3.2.2.1.3 Estudios por IERM

Algunos de los animales que presentaban masa intraencefalica anémala, potencialmente
tumoral, de un tamano y posicién favorables fueron estudiados con secuencias IERM,
que permiten obtener informacion acerca de la heterogeneidad del patrén metabdlico de
la masa andmala y de su tejido circundante. Ademas se adquirieron imagenes T,,-HR

como referencia en cada caso.

Las secuencias de IERM se adquirieron utilizando el método 2D Chemical Shift Imaging
(CSI) con localizacion PRESS. Los parametros utilizados fueron: FOV, 17,6 x17,6 mm,;
Volumen de Interés (VOI), 5,5 x 5,5 x 1,0 mm, colocado de manera que abarcase parte
del posible tumor y también parte del tejido normal/peritumoral; ST, 1 mm; TR, 2500 ms;
SW, 4006,41 Hz; 512 NEX; TAT, 21 m y 30 s (figura 3.6) . La supresion de agua se
efectud con el método VAPOR (300 Hz de ancho de banda). Los shims lineales y de
segundo orden fueron ajustados automaticamente con el método FASTMAP [17] en un
volumen de 5,8 x 5,8 x 5,8 mm, dentro del cual estaba incluido el VOI. Seis bandas de
saturacion (ST,10 mm; pulsos sech-shaped: 1,0ms/20250Hz) se posicionaron alrededor
del VOI para minimizar el efecto de las senales provenientes del exterior de dicho VOI
(figura 3.7). La resolucién especial obtenida quedo definida por una matriz de 8 x 8 voxels
en el FOV (4,84 ul de resolucion nominal). Posteriormente, mediante una interpolacion de
Fourier, se reconstruyd una matriz de 32 x 32, tal y como se describe en [131] lo que
produjo una resolucion final de 0,30 pl/voxel. En dicha matriz interpolada se encontraba el

VOI seleccionado (10 x 10 voxels).
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Figura 3.6: En la parte superior, a la izquierda se muestra un ejemplo de VOI seleccionado
sobre una imagen T2w-HR de referencia de un ratén con un tumor GL261 (ver también seccion
4.2 para la generacion del modelo GL261). A la derecha, se muestra una ampliacién del VOI
con los 100 espectros adquiridos en su interior. Los cuadrados negros 1 y 2 sefialan dos
elementos de volumen (voxels) que producen los espectros correspondientes a regiones de
tejido diferentes: 1-parénquima peritumoral/normal y 2-tumor GL261. En la parte inferior
pueden verse los patrones espectrales SV extraidos de los voxels sefialados en el grid que se

muestra en la parte superior de la imagen.
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Figura 3.7: Esquema de las seis bandas de saturacion colocadas alrededor del VOI en las
secuencias de IERM, utilizadas para minimizar la contribucién de las sefiales del tejido exterior
a dicho VOI. De izquierda a derecha, se observa la localizacion del VOI (en rojo) en los planos

coronal, sagital y axial del cerebro de un raton wt.

Estudios de perturbacion metabdlica

En animales donde habia especial interés en la caracterizacion de sus masas anémalas,
se llevaron a cabo estudios adicionales de perturbaciéon metabdlica (IERM-PM), tanto por
sobrecarga de glucosa (hiperglicemia transitoria) como por administracion de
dimetilsulféxido (DMSO), ambos por inyeccién intraperitoneal. Para los estudios con
DMSO, se inyectaron i.p. 200 pyl de DMSO diluido al 10% en suero fisiolégico y tras la
inyeccion del “bolus”, se adquirieron tres secuencias consecutivas de IERM cada 22
minutos. Para los estudios de hiperglicemia, se inyectaron i.p. 10 ul /g (de peso del
animal) de una solucion al 25% (peso/volumen) de D-glucosa en suero fisiolégico. Esta
perturbacion se llevé a cabo en hipotermia 28.5-29.5°C [131]. Una hora después de la
inyeccion del “bolus” de glucosa, se adquirieron tres secuencias consecutivas de IERM:
dos a TEC (TE= 12ms a 44-88 min post-inyeccion) y otra a TEL (TE=12ms a 66 min post-

inyeccion).
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Para llevar a cabo experimentos de IERM-PM, lo ideal era que la masa anémala tuviera
un volumen suficiente para poder localizar en su interior el ROl de IERM (el volumen ideal
es de aproximadamente 70 mm?, tamafio con el que se realizaron estudios anteriores en

el grupo [131]). Para una calidad espectral optima, se evitaba localizar el ROI en

interficies tejido — aire o cerca del hueso craneal.

Post-procesamiento

Los espectros IERM fueron post-procesados de la manera descrita en [131]. En resumen,
los datos se procesaron inicialmente en una estacion de trabajo con el software
ParaVision 5.0 y después se post-procesaron con el software3D Interactive Chemical
Shift Imaging3diCSI (versién 1.9.10) (Dept. Radiology, Columbia University/NY, USA,

http://hatch.cpmc.columbia.edu/public/3DiCSI). Se aplicd un ajuste de line broadening (4

Hz de ajuste a una curva lorentziana), la TF y los fasados de orden cero y uno. Los datos
en formato ASCIl fueron exportados y se utilizaron en el programa MatLab (The
MathWorks Inc., Natick/MA, USA) con otro mddulo de software de procesamiento
desarrollado por el GABRMN, el DMPM (http://gabrmn.uab.es/dmpm). Este modulo se
utilizé para alinear los espectros en cada voxel de la matriz de IERM referenciandolos a la
resonancia de creatina total a 3,03 ppm, para cuantificar intensidades relativas de las
resonancias de interés utilizando la altura de las sefiales en el espectro y para codificar
los resultados en mapas de color de 10x10 voxels. Los espectros individuales fueron
normalizados entre 0 y 4,5 ppm a unit length ((UL2), eq. 3.1) y exportados en un formato
compatible con los scripts del programa R desarrollado en el GABRMN utilizado para
calcular los espectros promedio de los diferentes tejidos presentes en el VOI de

adquisicion (figura 3.8).
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Donde I,,,,-nies la intensidad normalizada para cada punto del espectro e I,.,;i €s la

eq. 3.1

intensidad inicial para cada punto entre 0 y 4,5 ppm.

SpectraClassifier 3.0

Espectros promedio
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Figura 3.8: Esquema de la estrategia de post-procesamiento utilizada para generar mapas
codificados en color para la intensidad de metabolitos concretos, y espectros promedio a partir

de las secuencias de IERM adquiridas.

ANALISIS DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES

Para clasificar los tumores cerebrales, cada espectro individual de las matrices de las
IERM adquiridas con perturbacion por inyeccion de glucosa fueron normalizados a unit

lenght (UL2) y utilizados como unidades/casos (vectores espectrales) independientes.

74



CAPITULO 1:

Descripcion y caracterizacion de las colonias de “enetically engineered mouse”

(GEM) accesibles al GABRMN
Determinados vectores espectrales normalizados (spv) fueron seleccionados y divididos
en dos grupos, entrenamiento y test independiente, de la siguiente forma: Para el grupo
de entrenamiento se wusaron los animales GEM ya utilizados para desarrollar
clasificadores anteriormente [28] y el grupo de test consistié en spv de diferente animales
GEM descritos en esta tesis. El criterio de seleccion de los spv fue el siguiente: no
procedian de voxels situados en los limites de la matriz de IERM donde el cociente

senal/ruido es mas bajo, ni de voxels situados en el limite entre el tumor y el tejido

peritumoral, para evitar contaminaciones en el patron espectroscépico. (Figura 3.9).

FIGURA 3.9: A la izquierda, imagen T,, HR de referencia para secuencias de IERM de un tumor
GL261; a la derecha ampliacion del VOI a partir del cual se adquieren los espectros de interés. El
borde del tumor aparece delimitado por una linea punteada blanca. Sobre el VOI se muestra un
ejemplo de seleccion de voxels tumorales (derecha) y normales (izquierda) enmarcados con una
linea negra para desarrollar clasificadores con el Spectra Classifier v3.0. Se excluyen los

espectros de los margenes del VOI, asi como los limitrofes entre tejido normal y tumor.

Para el clasificador se seleccionaron 4 variables concretas en el grupo de entrenamiento,
que eran posiciones en los spv (ppm) correspondientes a caracteristicas espectrales
(alturas) normalizadas de los espectros. Este proceso se llevd a cabo con el método
Sequential Forward Feature Selection (SFFS), basado en una busqueda hill climbing,
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evaluado segun lo descrito en [132] e implementado en el Spectra Classifier v3.0. [57]
Las variables seleccionadas se utilizaron para generar clasificadores utilizando el Analisis
Lineal discriminante de Fisher (LDA), creando para cada uno un espacio latente
bidimensional definido por la proyeccion de las variables canoénicas derivadas del LDA
donde se observan simultaneamente los casos de entrenamiento y de test. Cada
clasificador, definido por el TE, la glicemia y el numero de variables seleccionadas, fue
evaluado en sus caracteristicas descriptivas y predictivas utilizando el método de

bootstrapping [133] con 1000 repeticiones para el grupo de entrenamiento y el balanced

error rate (BER) (ecuacién 3.2) para grupo de test independiente, respectivamente.

BER = 31[( eq. 3.2

mal clasificados) + (mal clasificados) + (mal clasificados) ]
total NT total GBM total 0DG o GBM

Siendo NT el numero total de tumores, GBM gliobastomas y ODG oligodendrogliomas.

Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para cada grupo de entrenamiento;
es decir, las tasas de verdaderos positivos versus las de falsos positivos, fueron
analizadas para cada clasificador transformadas en valores de area bajo la curva (AUC).
Ademas, los resultados obtenidos para cada matriz de IERM fueron representados como
mapas codificados en color con una estrategia de tipo nosolégico [134,135] (Figura 3.10).
Para ello se llevaron a cabo los siguientes pasos utilizando el SpectraClassifier 3.0: Un
clasificador desarrollado segun lo descrito anteriormente fue utilizado para predecir qué
voxels de la matriz de IERM pertenecian a cada clase y la probabilidad de dicha
clasificacién y eso se clasifico en forma de distintos colores para cada tipo de tejido

(Figura 3.10).
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Figura 3.10: De izquierda a derecha: imagen T,, HR de referencia para los estudios de IERM
llevados a cabo en el animal S871 diagnosticado por histopatologia como oligodendroglioma;
ampliacion del VOI de dichas secuencias con los limites del tumor marcados con una linea
blanca discontinua y mapa nosoldgico de clasificacién de cada voxel independiente extraido a

partir del Spectra Classifier v 3.0 (la leyenda se muestra a la derecha).

Clasificadores de animales GEM, mediante IERM-PM con glucosa

A los animales que se les pudo realizar estudios de IERM-PM con glucosa mediante
hiperglicemia transitoria en condiciones de hipotermia ligera (~30°C) [27,131], fueron
clasificados mediante el spectra classifier V3.0. Para ello se utilizé un clasificador
desarrollado dentro del grupo para este tipo de estudios [28], que Unicamente permitiria
discriminar parénquima cerebral normal, glioblastoma (grado 1V) y oligodendroglioma

(grado II).

Los clasificadores fueron obtenidos con espectros adquiridos a TEC en hiperglicemia, con
cuatro variables seleccionadas mediante el sistema SFFS. Estas variables fueron: 1,28
ppm (lipidos moviles, lactato), 1,47 ppm (alanina), 2,14 ppm (glutamina/glutamato,
glutation), 3,56 ppm (mio-inositol, glicina, glucosa). Debido a que este clasificador no
estaba desarrollado con tumores de grado lll, pero si estaba desarrollado con OD grado I
los resultados obtenidos no son tan robustos como esperabamos ya que no estan

disefiados para reconocer tumores de grado Ill por lo que las zonas tumorales
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identificadas por histopatologia como grados intermedios lo clasifica como un grado IV

(figura 3.10), por lo que seria conveniente en un futuro entrenar el clasificador con

tumores de grado Il

3.2.3 Estudios histopatoldgicos

Una vez finalizados los estudios de IRM y ERM los animales fueron sacrificados con una
inyeccién intraperitoneal de pentobarbital (200mg/Kg, disolucion a 60mg/ml; Dolethal,
Vetoquinol S.A. Barcelona, Espana). A continuacion se extrajeron los encéfalos y se
fijaron en una solucion de formaldehido al 4%. Una vez fijados, se incluyeron en parafina
y se realizaron cortes seriados (5 uym de espesor), Los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina asi como otros marcadores inmunohistoquimicos de interés para
diagnosticar el tipo y grado de los tumores, con la colaboracién y supervision del Dr.

Marti Pumarola, (Centre de Biotecnologia Animal i de Terapia Genica (CBATEG-UAB)).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Identificacion genotipica

Desde el establecimiento de las primeras colonias GEM en nuestro grupo en 2006, se
llevé a cabo el genotipado de 2.537 animales (colonias S, R, P, N y G), distribuidos

segun la tabla 3.2:
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COLONIA NUMERO TOTAL DE MACHOS HEMBRAS
ANIMALES
S 1056 57,% 42,3%
R 197 51,6% 48,4%
P 219 48,2% 51,7%
N 649 50,9% 49,5%
G 416 46,9% 53,1%

Tabla 3.2: Numero total de animales genotipados en las diferentes colonias GEM estudiadas y

el porcentajes de machos y hembras en cada una de ellas.

Los animales fueron genotipados como se describe en el apartado 3.2.1, con el fin de
identificar los animales que habian heredado la alteracion genética de interés para
incluirlos en el estudio, y también con el fin de establecer nuevas parejas para cruces y
mantenimiento de las colonias. En las colonias S y P se podian encontrar los
siguientes genotipos: (Tg/ko+/-,/ko-/-, Tg/wt, wt/ko+/-, wt/wt). El genotipo transgénico
con un porcentaje mas elevado encontrado en la colonia S fue Tg/ko+/- (figura 3.11)
con un total de 28,4%. En la colonia P, el genotipo transgénico predominante fue Tg/wt
(figura 3.12) con un total de 36,6 %. En las colonias R, Ny G solo habia dos tipos de
genotipos posibles: wt y Tg. Las figura 3.13, 3.14 y 3.15, ilustran la distribucién de

estos genotipos para las citadas colonias.
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Figura 3.11: Total de animales genotipados en la colonia S, en el periodo entre 2006 y 2012 y

su distribucidn genotipica.
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Figura 3.12: Total de genotipados en la colonia P en el periodo entre 2009 y 2012, y su

distribucion genotipica.
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Figura 3.13: Total de animales genotipados en la colonia R en el periodo entre 2010 y 2012, y

su distribucién genotipica.
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Figura 3.14: Total de animales genotipados en la colonia N en el periodo entre 2006 y 2009, y

su distribucion genotipica.
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Figura 3.15: Total de genotipados en la colonia G en el periodo entre 2006 y 2009, y su

distribucion genotipica.

3.3.2 Estudios por RMN

Los primeros resultados que se muestran en este apartado son los relativos a los
animales de las colonias S, N y G, que fueron las primeras colonias inicialmente

disponibles en nuestro grupo de investigacion.

Sorprendentemente, a pesar de tener un numero alto de animales explorados (ver
tabla 3.2), el porcentaje de masas andmalas detectadas por IRM dista del descrito
inicialmente para la colonia S, que fue del 64% [111]. Cabe aclarar que dicho
porcentaje de presencia de tumor en [111] fue encontrado mediante el analisis
histopatologico de todos los animales implantados, cosa que no se llevo a cabo en
nuestro caso en que solo se analizé por histopatologia a los animales que fueron
previamente explorados por IRM y para los que se detectd una masa anémala. Asi, en

nuestro caso el porcentaje de masas anémalas detectadas por IRM en la colonia S fue
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tan solo un 12,2% del total de animales en el citado periodo (Tabla 3.3). Los
resultados mostrados en dicha tabla corresponden Unicamente a los animales
diagnosticados por IRM/ERM en la primera fase del protocolo, por lo tanto no se
detalla el analisis histopatoldgico de animales que no presentaron sintomas previos y/o

no fueron explorados por IRM/ERM, cosa que no podria aumentar el porcentaje de

incidencia tumoral.

COLONIA | TOTAL ANIMALES ANIMALES CON MASAS
EXPLORADOS ANOMALAS DETECTADOS POR
IRM/ERM
s 90 11(12,2%)
N 17 1(5,9%)
G 26 1(3,8%)

Tabla 3.3: Numero de animales explorados por IRM/ERM de las colonias S, N y G, y sus
respectivos porcentajes de incidencia tumoral, entre los animales portadores de sintomas

neuroldgicos.

Los bajos porcentajes de incidencia tumoral obtenidos con las colonias Ny G (5,9% y
3,8% de tumores confirmados) nos hizo plantear la necesidad de disponer de nuevos
modelos de animales transgénicos y, a medio término, prescindir de las citadas
colonias GEM como posibles modelos de investigacidon de progresién tumoral y

respuesta a la terapia en el GABRMN.

Mediante colaboraciones cientificas entre nuestro grupo y los investigadores W. Weiss
y A Gupta, se tuvo acceso a dos colonias GEM adicionales, con potencial de
desarrollo de tumores gliales. Las colonias P(S100B-v-erbB/p53(+/-)) y R(GFAP-V12
HA-ras B8 (RasB8)), por lo que los subsiguientes como en las colonias inicialmente

estudiadas estudios fueron llevados a cabo con dichas colonias, explorando los
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animales que presentaban sintomas neurologicos (figura 3.16). Ademas se

incorporaron al protocolo piloto de exploracién todos los animales que presentaban los

genotipos transgénicos en su identificacion genotipica.

Los sintomas neurolégicos mas frecuentes desarrollados por los animales de las
colonias S, P y R fueron: movilidad anémala y paresia, seguidas en menor grado por
anomalias oculares, tumoraciones en otros sitios distintos al cerebro, paralisis,
comportamiento anémalo y crisis epiléptica. La colonia R tuvo predominancia de
comportamiento anémalo entre los sintomas caracteristicos. La distribucion porcentual

de dichos sintomas se puede apreciar en la figura 3.16.
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Figura 3.16: Sintomas presentados por las colonias S, P y R durante las revisiones hechas por
los veterinarios del servicio de Estabulario de la UAB segun seccion 3.2.2. y promedio de edad

(en semanas eje x) en que se observaba la aparicion de dichos sintomas.

3.3.2.1 Estudios por IRM, ERM, IERM durante el protocolo piloto

A todos los animales explorados durante el protocolo piloto segunda fase (segun lo
descrito en la seccion 3.2,2) se les realizaron exploraciones IRM con imagenes
ponderadas en T,, con el fin de detectar la presencia de una posible masa anémala.
En caso de que efectivamente se detectara dicha masa, se realizaban exploraciones
periodicas (promedio 312 dias) desde el momento de la deteccion de la masa
(asignado como dia “1”) hasta el momento del sacrificio del animal, intentando obtener

la maxima informacién posible de manera no invasiva.

Este protocolo se aplicé a las colonias S, P y Ry como resultado se obtuvo un total de
174 animales explorados con la distribucién observada en la tabla 3.3. En la (figura
3.17) se puede apreciar el porcentaje de los genotipos de los animales explorados en
cada colonia. Si en los resultados encontramos también el genotipo wt es debido a que
en algunos de los animales explorados por sintomas neurolégicos no se conocia aun
su genotipo, que finalmente resulto se wt. De las tres diferentes colonias estudiadas, la
colonia que presentd un mayor numero de animales explorados fue la “S” con 114
animales, de los cuales sélo un 16,7% presentd una masa tumoral mediante
secuencias de imagen IRM ponderadas en T,.En la colonia P, de un total de 23
animales explorados solo un 4,3% presenté una masa tumoral. Finalmente, la colonia
R presentd un porcentaje de 7,7% de masas tumorales (Tabla 3.4). Los resultados
mostrados en esta tabla corresponden unicamente a los animales explorados por

IRM/ERM en la segunda fase del protocolo.
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Figura 3.17: Principales genotipos de los animales explorados en las diferentes colonias,

durante el protocolo piloto (en la primera y segunda fase del protocolo piloto).

COLONIA| TOTAL ANIMALES | ANIMALES CON MASAS ANOMALAS
EXPLORADOS DETECTADAS POR IRM/ERM
s 114 19 (16,7%)
R 37 3(7,7%)
P 23 1(4,3%)

Tabla 3.4: Total de animales explorados por IRM/ERM durante la segunda fase del protocolo
piloto y numero total de masas tumorales detectadas en las colonias S, R y P entre los

animales portadores de sintomas neurologicos.
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Como consecuencia de las exploraciones llevadas a cabo, en algunos casos se pudo
hacer un seguimiento longitudinal bastante completo de los animales que presentaban
masa tumoral en las diferentes colonias GEM investigados. Asi, con los datos
obtenidos, se pudo tener una idea aproximada de la cinética de aumento del volumen
del tumor en cuestion. Para medir el volumen de los tumores se utilizaron las
secuencias de alta resolucion T, en el plano coronal y secuencias en 3D (ver seccion
4.2.5). Este dato podia aportar informacién sugestiva sobre el grado del tumor

estudiado, dado que tumores de evolucidon volumétrica lenta sugieren grados

tumorales bajos.

Cuando el volumen de la lesién fue lo suficientemente grande como para posicionar
un voxel de (2,5mm)3, (2,5 x 2,5 x 2,5 mm; 15,6 pl) en su interior, estos animales
fueron estudiados por ERM para analizar el patron espectroscopico de las masas
anémalas e intentar obtener informacion adicional sobre el tipo y grado tumoral. A
todos los animales, siempre que fue posible, se les realizaron exploraciones a dos
tiempos de eco TEC y TEL (12 y 136 ms) respectivamente, aunque en algunos casos
concretos no se logré6 homogeneidad suficiente para adquirir un espectro utilizable
(localizacion de la lesidon en zonas de interficie tejido-aire, presencia de sangrado,
etc.). En la figura 3.18 se muestras las resonancias principales de un tumor no GEM
(glioblastoma GI261) de ratbn a TEC y TEL, utilizado para poner a punto las

metodologias de adquisicidén espectral.
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WVIL

Figura 3.18: Principales resonancias encontradas en un tumor GL261 de raton a TEC (A) y

TEL (B). Significado de las abreviaturas como en la figura 3.5.

Si la localizacion y tamafio de la lesién lo permitian, se adquirian ademas secuencias
de IERM, con y sin perturbacion metabdlica. En estos estudios, en algunos casos los
animales presentaron patrones anormales de respiracién por lo que el nivel de
anestesia y la monitorizacién de los animales tuvieron que ser estrictamente

controlados a lo largo de ellos para evitar la muerte del animal durante la exploracién.

A continuacién, se muestran resultados obtenidos con animales representativos de las

citadas colonias:

88



CAPITULO 1:

Descripcion y caracterizacion de las colonias de “enetically engineered mouse”
(GEM) accesibles al GABRMN

En cuanto a las colonias N y G, como inicialmente se menciono, el porcentaje de
masas andmalas detectadas por IRM fue muy bajo: 5,9 y 3,8% respectivamente, entre
los animales que presentaron sintomas neurolégicos. En el momento de realizar las
exploraciones a estas colonias no estaban totalmente implementados los protocolos
de IERM y por ese motivo no se dispone de datos de ese tipo para dichas colonias.

Las figuras 3.19 y 3.20 ilustran resultados con animales representativos de las

colonias Ny G.

Colonia N:

El animal que se tomd6 como ejemplo representativo es el animal N34, hembra, cuyo
genotipo era ko+/-, la cual tenia 31 semanas de edad en el momento de la deteccion
de la masa andmala y los sintomas neurolégicos que presenté fueron paresia y
comportamiento anémalo. La masa se desarrollé6 en la zona del bulbo olfatorio, con
caracteristicas de hiperintensidad en las imagenes ponderadas en T,. Desde el
momento de la deteccion de la masa, cuando el tumor presentaba un volumen de 10
mm?, hasta el dia que se sacrificd el animal pasaron 42 dias, durante los cuales el
volumen del tumor tuvo un crecimiento pseudo lineal (figura 3.19B). Los datos de ERM
que se muestran en la figura 3.19 concuerdan con un cociente Cho/Cr a TEC
significativamente elevado en el ratén N34 a los 36 dias después de la deteccion inicial
de la masa tumoral con respecto a lo medible en wt (0,94 +/- 0,003). Dicho cociente es
sin embargo significativamente inferior al cociente en GL261 (Gbm de grado IV), 2,03
+/- -0,3.0. Ademas del seguimiento volumétrico del tumor, se realizaron estudios de
ERM en dos diferentes tiempos de eco TEC y TEL (figura 2.14C) Los datos de ERM
muestran un cociente colina/creatina elevado y aumento en la sefial de NAA, en los

espectros a TEL (ver tabla 3.5 y figura 3.18). Ademas, la ausencia de lipidos moviles a
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TEL y su presencia moderada en el espectro a TEC sugiere un tumor de grado Il mas
que un grado IV (ver figuras 3.18 y 3.19) [136,137], La indicacion de un grado
intermedio también se ve reforzada en la imagen en T, que ilustra la evolucion
volumétrica a lo largo de los dias para este tumor tras su deteccién. No hay un periodo

de estabilidad sino que se observa un crecimiento constante a lo largo de los dias,

hasta el sacrificio por razones éticas del animal.

WT (n=3) GEM (n=3) GL261 (n=3)

GRUPO 1 Media SD Media SD Media SD
Cho/Cr 0,94 0,03 1,82 0,33 2,03 0,30
11;:5 ML/Cr 0,41 0,03 0,96 0,61 2,39 0,71
NAA/Cr 1,04 0,02 1,44 0,32 2,03 0,54

Cho/Cr 1,05 0,03 2,23 1,02 3,45 1,13

TEL Lac/Tau -0,44 0,11 -0,99 3,01 -5,07 1,61
136 ms NAA/Cr 1,08 0,03 0,85 0,15 0,97 0,24

Tabla 3.5: Promedio de los cocientes de alturas de los principales metabolitos (valores
absolutos) analizados en esta tesis para animales wt C57/BL6, animales GEM (pertenecientes

a la colonia S) y animales implantados con células GL261 (para todos los animales n=4).
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Figura 3.19: A) IRM de alta resolucién ponderada en T, en orientacidon axial del cerebro del
animal N34, adquirida a 7T a diferentes dias (indicados bajo cada imagen) después de detectar
la masa tumoral por primera vez. B) Seguimento de la progresion volumétrica tumoral del
animal N34 desde el dia de la deteccion de la masa tumoral hasta el dia de su sacrificio
(volumenes expresados en mm3). C) A la izquierda, imagen de alta resoluciéon ponderada en T,
del animal N34, 36 dias después de la deteccién de la masa tumoral. El voxel utilizado en los
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estudios ERM esta representado por el recuadro rosa. A la derecha, se muestran los espectros
a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms respectivamente, en el rango de 0 a

4.5 ppm.

Colonia G:

Para esta colonia se escogio el animal G91, hembra con genotipo Tg. Presentaba
sintomas neurolégicos, como comportamiento anémalo y reduccién de movilidad. En
el momento de la aparicion de dichos sintomas y la exploracion por IRM tenia 32
semanas de edad y la masa anormal detectada en el hipotalamo present6é un volumen
bastante reducido, de 5mm?. Dicha masa tuvo una evolucion de 47 dias, momento del
sacrificio del animal por razones éticas, cuando la masa presentaba un volumen de 52
mm? (figura 3.20A). Se realizaron estudios de ERM a dos tiempos de eco, 12ms (TEC)
y 136 ms (TEL) (figura 3.20C). El patrén espectroscopico que presentd este animal es
muy similar al encontrado en el animal de la colonia N anteriormente descrito (N34), un
cociente de colina/creatina elevado (1,82 +/- 0,33) y disminucion de la sefial de NAC,

que es todavia mas evidente sobre todo a TEL (ver figura 3.20 y tabla 3.5).
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Figura 3.20: A) IRM de alta resolucion ponderada en T, en orientacién axial del cerebro del
animal G91, adquirida a 7T a diferentes dias (indicados bajo cada imagen) después de detectar
la masa tumoral. B) Seguimento de la progresion volumétrica tumoral del animal G desde el

dia de la deteccién de la masa tumoral hasta el dia de su sacrificio (volimenes expresados en
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mm?®). C) A la izquierda, imagen de alta resolucién ponderada en T, del animal G91, 47 dias
después de la deteccién de la masa tumoral. El voxel utilizado en los estudios ERM esta
representado por el recuadro rosa. A la derecha, se muestran los espectros a TEC (superior) y

TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms respectivamente, en el rango de 0 a 4,5 ppm.

Colonia R:

Para esta colonia se escogi6 al animal R371, hembra de genotipo Tg de 26 semanas
de edad. Este animal fue llevado a exploracion IRM/ERM por presentar sintomas
neurolégicos como paresia, convulsiones y comportamiento anémalo. Los datos de
ERM no provinieron de una masa claramente delimitada como se observé en las
demas colonias. El patrén espectral figura 3,21 nos indica que podria ser compatible
con un tumor de bajo grado. El cociente colina/creatina (1,23 +/-0.51) fue tan solo
ligeramente superior a 1, lo que apunta a una lesion con bajo potencial proliferativo.
Por otro lado, la disminucién de sefial de NAA, cociente NAA/Cr a TEL (0,81 +/- 0,74)
indica cierta afectacion del tejido neuronal. La sefal observada a 1,3 ppm, se confirma
como lactato a TEL por la inversién caracteristica de este metabolito (figura 3.21).
Para esta colonia fue posible disponer también de exploraciones IERM (ver mas

adelante) con y sin perturbacion metabdlica (figura 3.21).
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Figura 3.21: A) IRM de alta resolucién ponderada en T, en orientacidon axial del cerebro del
animal R371, adquirida a 7T a diferentes dias (indicados bajo cada imagen) después de
detectar la posible masa tumoral. La flecha naranja muestra la masa anémala a dia 1, la flecha
roja muestra una inflamacién en los ventriculos y la flecha amarilla ensefia una ligera
hidrocefalia. B) A la izquierda, imagen de alta resolucién ponderada en T, del animal R371, 14
dias después de la deteccion del patron anormal de IRM. El voxel utilizado en los estudios
ERM esta representado por el recuadro rosa. A la derecha, se muestran los espectros a TEC

(superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms respectivamente, en el rango de 0 a 4,5

ppm.
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Para la colonia R, se esperaba un alto porcentaje de tumores astrociticos
transicionando de bajo a alto grado tal y como fue descrito por los investigadores que
la desarrollaron [127]. No obstante, los resultados obtenidos durante esta tesis no
fueron los esperados: muchos de los animales portadores de sintomas neurolégicos, y
que se exploraron en el protocolo piloto, no presentaron masas andmalas compatibles
con las esperadas para tumores astrociticos. El rasgo mas comun a estos animales
era la presencia de hidrocefalia moderada a grave (probablemente la responsable de
muchos de los sintomas neurolégicos que presentaban). Como se aprecia en la (figura
3.16), la mayoria de estos sintomas tenian relacién con comportamiento anormal
reportado por el personal veterinario del Servei d’Estabulari de la UAB. Incluso a
pocas semanas de edad dicho comportamiento (movilizacién anormal, movimientos en
circulo) era evidente, siendo muchas veces concomitante con un bajo peso y

desarrollo en comparacién con otros componentes de la camada.

Una vez detectadas las anomalias en las exploraciones IRM/ERM, su evolucién
cursaba de una manera mas rapida en comparacién con las masas andmalas
detectadas en otras colonias. En el caso del animal R371 (figura 3.21), éste muri6 14
dias después de la deteccidén de la anomalia, dia en el que se le realizd un estudio de
IERM con perturbacion con DMSO (figura 3.22). Asi el animal murié durante la
realizacion del estudio después del espectro a 88 minutos post DMSO. Los resultados
observados en este estudio muestran una zona de acumulo de DMSO, un claro “hot
spot” en la zona de posible masa anémala. Este acumulo podria estar relacionado con
la presencia de tumor [26], aunque en el momento que se realizé el estudio con DMSO
la BHE no se encontrara rota. Desafortunadamente de este animal no fue posible tener
un diagnostico histopatolégico que nos permitiera comprobar la presencia de un

posible grado tumoral alto en la zona de acumulo de DMSO.
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Figura 3.22: A) VOI de adquisicién (cuadrado amarillo) a la izquierda para las secuencias
IERM (12ms TE) superpuesto a la imagen de adquisicién de referencia (Tow HR) en el animal
R371 realizado 14 dias después de la deteccién de la masa anémala por IRM. EI VOI a mayor
aumento se muestra en el centro y la linea punteada negra marca el limite tentativo de la zona
andmala, segun la ligera hiperintensidad en la imagen T,yHR. Los cuadros 1 y 2 corresponden
a espectros SV extraidos de las regiones de la matriz de IERM y que se exponen en B. A la
derecha, se muestra un mapa en escala de color de la intensidad de DMSO a 2,72 ppm
detectada en el VOI 88 minutos tras su administracion. B) Espectros de las regiones marcadas
como 1 (parénquima no afectado/normal), 2 (tejido anédmalo) en la matriz expuesta en A, antes

(espectro rojo) y 88 minutos después (espectro en negro) de la administracion de DMSO.
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Colonia P

El animal seleccionado para comentar de esta colonia fue el animal P176, hembra,
que presentaba el genotipo Tg/ko+/-, el cual en el momento de deteccion de la masa
tumoral tenia 27 semanas de edad. Este animal fue estudiado por IRM en el momento
que los veterinarios de Servei de estabulari detectaron que presentaba los siguientes
sintomas: cierto grado de paralisis (y como consecuencia disminucién de actividad
motora), taquipnea y delgadez del tercio posterior. La masa tumoral anémala
detectada en el cerebro del animal presentaba ya un volumen de 110 mm?® (figura
3.23A). Adicionalmente se realizaron estudios de ERM a TEC y TEL (figura 3.23B),
que demostraron un cociente colina/creatina elevado (1,87 +/-0,49), asi como
disminucién importante en la sefal de NAA sobre todo en TEL (0,05 +/- 0,01). No
obstante, la ausencia de lipidos moéviles a TEL sugeria un tumor de grado lll. Dicho
diagndstico fue confirmado por histopatologia, ya que el ratén P176 estaba aquejado

de un oligodendroglioma anaplasico (grado lll).
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Figura 3.23: A) IRM de alta resolucién ponderada en T, en orientacidon axial del cerebro del
animal P176, adquirida a 7T el dia de la deteccién de la masa tumoral (indicado bajo la
imagen), El voxel utilizado en los estudios ERM esta representado por el recuadro rosa. B)
espectros a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms respectivamente, en el

rango de 0,5 a 4,5 ppm.

Una vez se finalizé con el estudio por ERM-SV, se realizaron estudios IERM-PM de
hiperglicemia. Estos estudios no mostraron un acumulo de glucosa claro en el interior
de la masa andmala que nos pudiera confirmar la presencia de zonas tumorales de
alto grado (figura 3.24). Para complementar estos resultados se comprobé mediantes
estudios de administracién de contraste que la BHE no se encontraba comprometida.
Asimismo, se aprovecho la existencia en el grupo de clasificadores para grado y tipo
de tumor en estudios con protocolos de IERM-PM [28] para aplicarlo al caso P176 (ver

figura 3.25), mediante la utilizacion del spectra classifier v3.0 [138]. El clasificador
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encuentra zonas de oligodendroglioma (grado 2) asi como de glioblastoma lo que
llevaria a proponer para el tumor el grado mas alto (glioblastoma, grado V). Sin
embargo la falta de clasificadores robustos para reconocer mediante IERM-PM deja
abierta la posibilidad a que las zonas reconocidas como grado IV pudieran en realidad

corresponder a oligodendroglioma anaplasico (grado lll). Finalmente todos estos

resultados fueron confrontados con los estudios de histopatologia que dieron como

resultado un oligodendroglioma lll, para el animal P176.

Figura 3.24: A) VOI de adquisicion para la secuencia IERM (12ms TE) con perturbacion por
hiperglicemia transitoria superpuesto a la imagen de adquisicion de referencia (T,w.HR) en el
animal P176 el dia de la deteccién de la masa tumoral. B) VOI a mayor aumento, la linea
punteada negra marca el limite de la masa anémala. C) Mapas en escala de color de la

intensidad de D-Glucosa a 3,43 ppm TEC 12ms tras 88m min de la administracion.

® Normal
# Glioblastoma
s OD2

Figura 3.25: De izquierda a derecha: imagen T,, HR de referencia para los estudios de IERM

llevados a cabo en el animal P176; ampliacion del VOI de dichas secuencias con los limites de
la masa andmala tumor marcados con una linea blanca discontinua y mapa nosolégico de

clasificacion de cada voxel independiente extraido a partir del Spectra Classifier v3.0 y
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siguiendo lo descrito en [Simoes et al 2012, Integral Biolo] (la leyenda se muestra a la

derecha).

Colonia S:

La colonia S, fue la colonia con el porcentaje mas alto de masas andmalas detectadas
(Tablas 3.2 y 3.3). Se detalla a continuacion el resultado para algunos de los animales
mejor estudiados. El animal S885, macho con genotipo Tg/ko+/-, que en el momento
de detectarle la masa tumoral tenia 52 semanas de edad y presentaba sintomas de
comportamiento anémalo y paresia. La masa andmala tenia en ese momento inicial un

tamafio de 5 mm?® y se desarroll6 en el tronco encefalico.

En los estudios de IRM, se pudo hacer un seguimiento de la progresion tumoral
durante 51 dias desde el momento de su deteccion inicial, realizando también medidas
volumétricas (figura 3.26A). Como se puede observar, el tamafio de la masa anomala
se mantiene estable con poca variacion durante el primer mes después de su
deteccion. Después de este periodo, el aumento exponencial de tamafo llevé al
sacrificio del animal. Los datos obtenidos en las secuencias de ERM indican que este
animal presenté un patrén espectral, con un cociente colina/creatina bajo (NAA/Cr
0.89, +/- 0.21 a dia 5). Por otra parte la disminucién en la sefial de NAA fue reducido
aunque pudiera haber presencia de lipidos moviles y/o lactato el patrén de ERM a TEL
sugeriria una contribucion mayoritaria en el pico de 1,3ppm por parte del lactato
debido al pico invertido a TE 136 ms (figura 3.26B). Aunque el patron espectral de la
masa tumoral a TEC sugiere mas bien un grado Il/lll, el TEL no lo hace en la misma
direccién, recordandonos el patron espectral de la parte quistica de algunos tumores
humanos [139], lo que nos llevaria a pensar que la hiperintensidad en la imagen T,

podria ser compatible con cierto componente quistico. Otra caracteristica que
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podriamos relacionar con un bajo grado tumoral, al menos en sus estadios iniciales de

desarrollo, es el patrén volumétrico de crecimiento que se mantuvo relativamente

estable durante casi un mes.

Dia 38 Dea 51
T0

Valumen tumoral (mm?)

o+ _— — _— - — :
Dia Dia41 DIA25 DIA26 DIA31 DIA3E DIA S
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Figura 3.26: A) IRM de alta resolucion ponderada en T, en orientacion axial del cerebro del
animal S885, adquirida a 7T a diferentes dias (indicados bajo cada imagen) después de
detectar la masa tumoral (flecha blanca9). B) Seguimento de la progresion volumétrica tumoral
del animal S885 desde el dia de la deteccion de la masa tumoral hasta el dia de su sacrificio
por razones de protocolo y ética animal (volumenes expresados en mm3). C) A la izquierda,
imagen de alta resolucion ponderada en T, del animal S885, 38 dias después de la deteccién
de la masa tumoral . El voxel utilizado en los estudios ERM esta representado por el recuadro
rosa. A la derecha, se muestran los espectros a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12

y 136 ms respectivamente, en el rango de 0 a 4,2 ppm.

Paralelamente a los estudios por IRM o ERM se realizaron estudios de IERM-PM con
DMSO llevados a cabo los el dia 31 después de la deteccion de la masa tumoral, y se
aprecié un cierto acumulo de DMSO (figura 3.27) con una zona concreta “hot spot” de
mayor acumulo diferencial. En los estudios con contraste presentaba la BHE rota, lo
que nos podria permitir suponer un grado tumoral alto. A los 31 dias después de la
deteccién inicial se llevé a cabo un estudio de IERM-PM con hiperglicemia transitoria y
los datos se analizaron mediante spectral classifier v 3.0 utilizando el clasificador de
los Glioblastomas vs OD2 vs GEM. Los resultados sugirieron que los voxels tumorales

en su mayoria correspondian a un OD2.

Para complementar estos estudios una muestra del tumor post-mortem a los 51 dias
de su deteccion inicial fue utilizada para analisis histopatolégico y el diagndstico fue
oligodendroglioma anaplasico (grado Ill), lo que sugeriria que durante el mes de
progresion el tumor pudo sufrir una evolucién, transicionando posiblemente a un grado
superior a lo largo del ultimo mes de evolucion del tumor. Finalmente la masa anémala
fue clasificada mediante “spectral classifier” que nos clasifico el tumor dentro de los

oligodendrogliomas lIl.
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Figura 3.27: A) VOI de adquisiciéon (cuadrado amarillo) para las secuencias IERM (12ms TE)
superpuesto a la imagen de adquisicion de referencia (T,w HR) en el animal S885 a 31 dias
después de su deteccion. El VOI a mayor aumento se muestra en el centro. En el recuadro con
cédigo de colores la linea punteada negra marca el limite de la masa anémala. Las zonas
enmarcadas en trazo negro continuo y numerados con 1 y 2 corresponden a espectros
promedio de la zona tumoral y peritumoral normal respectivamente en un mapa en escala de
color de la intensidad de DMSO detectada en el VOI 88 minutos tras su administracién. Al lado
a su derecha, imagen ponderada en T, 20 dias después del estudio de DMSO. La flecha
blanca muestra la zona donde antes se veia un claro hot-spot por acumulacion de DMSO.B)
Promedio de espectros obtenidos de los voxels individuales del VOI delineado por la linea
negra. En color negro espectros promedio de la zona tumoral (1) y en color rojo de la zona

peritumoral normal (2).

Otro de los ratones investigados perteneciente a la colonia S fue el animal S910,
macho con genotipo Tg/ko+/-. En el momento de la deteccion de la masa anémala por
IRM tenia 34 semanas de edad y presentaba sintomas de comportamiento anémalo y
paresia. La masa anémala presenté un volumen de 40mm? y se desarrollé en el tronco

encefalico.

En los estudios de IRM, se pudo hacer un seguimiento de la progresion tumoral
durante 15 dias desde el momento de su deteccion, realizando también medidas
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volumétricas (figura 3.28B). En el momento de la deteccion, la masa andmala
presentaba un volumen ya elevado por lo que el animal se tuvo que sacrificar 15 dias
después de la deteccion de la masa por razones éticas. Los datos obtenidos en las
secuencias de ERM indican que este animal presenta un patrén espectral, con un
cociente colina/creatina bajo, ademas de presentar una disminucion en la sefal de
NAC reducido y presencia de lipidos moviles y/o lactato aunque el patrén de ERM a

TEL sugeriria una contribucidon mayoritaria en el pico de 1,3ppm por parte del lactato

pico invertido a TE 136 ms (figura 3.28C).
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Figura 3.28: A) IRM de alta resolucion ponderada en T, en orientacién axial del cerebro del

animal S910, adquirida a 7T a diferentes dias después de detectar la masa tumoral (indicados
bajo cada imagen). B) Seguimento de la progresién volumétrica tumoral del animal S910 desde
el dia de la deteccion de la masa tumoral hasta el dia de su sacrificio por razones de protocolo
y etica animal (volumenes expresados en mm3). C) A la izquierda, imagen de alta resolucion
ponderada en T, del animal S910, 11 dias después de la deteccion de la masa tumoral . El
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voxel utilizado en los estudios ERM esta representado por el recuadro rosa. A la derecha, se
muestran los espectros a TEC (superior) y TEL (inferior) adquiridos a 12 y 136 ms

respectivamente, en el rango de 0 a 4,2 ppm.

Después de 14 dias de haberse detectado la masa anémala se realizaron estudios de
IERM-PM donde se pudo observar un claro acimulo de DMSO en zonas de su interior
lo que sugiere un tumor heterogéneo [26] (figura 3.29). EI S910 al dia 11 ya
presentaba ruptura de la BHE (figura 3.34). A dia 14 después de la deteccion también
se llevd a cabo un estudio de IERM-PM con glucosa, utilizandose la matriz de datos
para testear mediante spectral classifier v 3.0 el tipo y grado de tumor predecible se
us6 para ello el clasificador descrito en [28] para discriminar parénquima cerebral no
tumoral (normal) glioblastoma. El resultado obtenido en la imagen nosoldgica que se
muestra en la figura 3.30 es compatible con un tumor de tipo inicial oligodendroglial
con patron heterogéneo, posiblemente progresando a un grado intermedio
(oligodendroglioma anaplasico) o alto (gioblastoma), de manera parecida a lo

comentado para el raton P176 en la figura 3.35.

Una muestra del tumor post mortem fue reservada para analisis histopatoldgico siendo

el diagndstico final de oligodendroglioma anaplasico (grado lll),
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Figura 3.29: A) VOI de adquisicion (cuadrado amarillo) para las secuencias IERM (12ms TE)
superpuesto a la imagen de adquisicion de referencia (T,w HR) en el animal S910 a 15 dias
después de su deteccion. El VOI a mayor aumento se muestra en el centro. En el recuadro con
codigo de colores la linea punteada negra marca el limite de la masa anémala (marcado con
1). A la derecha se muestra un mapa en escala de color de la intensidad de DMSO detectada
en el VOI 88 minutos tras su administracion. B) Promedio de espectros obtenidos de los voxels

individuales dentro del VOI delineado por la linea negra. La linea blanca continua indica la zona

® Normal

de donde se tomaron los espectros.
HEE # Glioblastoma
[ p OD2

L

Figura 3.30: De izquierda a derecha: imagen T,, HR de referencia para los estudios de IERM-

PM llevados a cabo en el animal S910 a dia 14 después dela deteccion inicial de la masa
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anomala; ampliacion del VOI de dichas secuencias con los limites de la masa andémala
marcados con una linea blanca discontinua y mapa nosoldgico de clasificacion de cada voxel

independiente extraido a partir del Spectra Classifier v3.0 (la leyenda se muestra a la derecha).

Como el comportamiento de las masas andémalas en las colonias GEM fue tan
heterogéneo e irregular, en algunos casos fue imposible realizar estudios de IERM-
PM. En la Tabla 3.6 se muestra un resumen de los estudios de IERM-PM realizados

en esta tesis en las diferentes colonias GEM durante los afios 2019 a 2012.

COLONIAS IERM-PM (DMSO) IERM-PM (GLUCOSA)
Colonia R 2 1
Colonia P 1 1
Colonia S 11 6

Tabla 3.6: Numero de estudios de IERM-PM realizados para las colonias P, Ry S.

3.3.4. Estudios de integridad de la BHE (administraciéon y captacién de contraste)

Dentro de los estudios realizados en el protocolo piloto, se encuentran los estudios de
IRM con secuencias T1y-CE para comprobar la integridad de la BHE en los animales
investigados. La captacion de contraste en las imagenes ponderadas en T, implica
ruptura de la BHE vy, por lo tanto, sugiere un grado tumoral mas elevado. Dado que los
animales presentaban grados tumorales diferentes de crecimiento heterogéneo, y
considerando que las masas andomalas fueron encontradas cuando presentaban
volumenes muy distintos; nuestros resultados con respecto a la integridad de la BHE
reflejan esa heterogeneidad (figura 3.31). Los criterios tenidos en cuenta para definir

los estadios fueron los siguientes: Estadio temprano, tumores con volumenes
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comprendidos entre 20-50 mm?®, estadio intermedio entre 70-90 mm?y estadio tardio

entre 130-180 mm?®.

W BHE intacta en estadios
Intermedics

B BHE intacta en estadios
tardios

B4, 7%

= BHE comprometida en
estadios intermedios

B BHE comprometida en

W BHE comprometida estadiaos tempranos

m BHE intacta = BHE comprometida en

estadias tardios

Figura 3.31: Animales GEM totales estudiados por T1.CE (n=16) que presentan ruptura de la
BHE segun el estadio de progresion tumoral, segun un criterio arbitrario basado en el volumen

de la masa andmala detectada.

Las imagenes de T.w-CE después de la administracion de contraste (en este caso
Gadolinio-DTPA), en caso de ruptura de la BHE, evidencian la capacidad del agente
de alcanzar el tumor por captacion a partir de la corriente sanguinea. Esto se refleja en
un aumento de la intensidad aparente en la imagen en la zona de la masa anémala
(figuras 3.32 y 3.34). Estos experimentos se realizaron sobre todo con animales que
participaban del experimento piloto, motivo por el cual los resultados mostrados se
centran en las colonias S, R y P, de las que a continuaciéon se proporcionan algunos

ejemplos caracteristicos.
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R279

Este animal, perteneciente a la colonia R, era un macho que presentaba el genotipo
Tg, y tenia 12 semanas de edad en el momento de la deteccion de la masa anémala
por IRM. La masa se hallaba localizada en la zona del cértex, muy préximo al hueso

craneal y como podemos comprobar en la (figura 3.32), presenta rotura la BHE 6 dias

después de la deteccion inicial de la masa anémala.

FRE POST RESTA

Figura 3.32: IRM ponderada en T, (pre- y post- administracion de agente de contraste, asi
como la substraccion de dichas imagenes “resta”, en orientacion axial del cerebro del animal
R279, adquirida a 7T y 6 dias después de la deteccion inicial de la masa anémala (volumen de
95 mm3). La flecha senala el punto donde se observa clara captacion de contraste por parte de

la masa andmala.

S885

Este animal, perteneciente a la colonia S, era un macho que presentaba el genotipo
Tg/ko-/-, tenia 52 semanas de edad en el momento de la deteccion de la masa
anomala. El diagnéstico final mediante histopatologia después de 31 dias de
progresion desde la detencion inicial por IRM fue oligodendroglioma anaplasico grado
[1I/1V. Dicho diagnéstico “IV” seria equivalente a un glioblastoma, y sugiere que areas

concretas de éste tumor ya no contenian elementos compatibles con un grado I, sino
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que habrian progresado a grado IV siendo heterogéneo por tanto en su composicion.
Sin embargo no se detectd captacion aparente de contraste en la exploracion llevada a

cabo 25 dias después de la deteccidn inicial de la masa andmala, 6 dias antes del

sacrificio del ratén.
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Figura 3.33: IRM ponderada en T, (pre- y post- administracion de agente de contraste, asi
como la substraccion de dichas imagenes, “resta”, en orientacion axial del cerebro del animal

S885, adquirida a 7T a 25 dias después de la deteccion inicial de la masa anémala.

$910

Este animal, perteneciente a la colonia S, era un macho que presentaba el genotipo
Tg/kot/-, tenia 36 semanas de edad en el momento de la deteccién de la masa
anémala y el diagnéstico final después de 15 dias de progresién desde la deteccion
inicial por IRM mediante histopatologia fue de oligodendroglioma anaplasico (grado
[lI). Aunque su diagndstico final guarda cierta similitud con el caso anterior (S885),
cabe resaltar que en éste caso la captacion tumoral y afectacion de la BHE es clara

(figura 3.34) contrariamente a lo visto previamente con el S885.
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PRE POST RESTA

Figura 3.34: IRM ponderada enT,, (pre- y post- administracion de agente de contraste, asi
como la substraccion de dichas imagenes, “resta”, en orientacion axial del cerebro del animal
S910, adquirida a 7T y 11 dias después de la deteccién inicial de la masa anémala. La flecha

sefala la zona donde se observa clara captacion de contraste por la masa.

S851

Este animal, perteneciente a la colonia S, era un macho que presentaba el genotipo
Tg/wt, tenia 96 semanas de edad en el momento de la deteccion de la masa anémala
que se localizaba en el bulbo olfatorio, y el diagndstico final después de 32 dias de
progresion desde la deteccion inicial por IRM por histopatologia fue de
oligodendroglioma grado Il. En este estudio no hay captacion aparente de contraste,

Lo que seria compatible con el grado detectado por histopatologia (figura 3.35).

T? PRE POST RESTA

Figura 3.35: De izquierda a derecha IRM ponderada en T,, IRM ponderada en T, (pre- y post-
administracion de agente contraste, asi como la substraccién de dichas imagenes, (“resta”), en
orientacion axial, del cerebro del animal S851, adquirida a 7T el dia de la deteccion de la masa
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andémala. En este estudio no parece haber captacion de contraste. La flecha sefala la masa

anomala.

3.3.5 Resumen de los Estudios histopatolégicos

Los estudios histopatolégicos se llevaron a cabo con muestras de los todos los
animales que murieron o se sacrificaron después de indicios de masa tumoral
anomala. Con este estudio, se buscaba una caracterizacién de la distribucion de
tumores en las colonias GEM y ademas comprobar posibles diferencias entre la
incidencia global de tumores y la incidencia de masas cerebrales andmalas detectadas
por IRM, ya que tumores en estadio muy temprano de evolucion podrian ser

detectados histopatolégicamente, pero quizas no por IRM.

Colonias Ny G:

De un total de 190 animales estudiados por histopatologia en la colonia N y 230
estudiados en la colonia G, se puede observar (figura 3.36) que en un alto porcentaje
de ellos (superior a 80% en ambos casos) no se detectd presencia de tejido
compatible con tumores cerebrales. Entre el bajo porcentaje de los animales que si
presentaban lesion, cabe destacar la considerable contribucion de sarcomas en la
colonia G, que en este caso se trataba de sarcomas detectados en diversas partes del

cuerpo (tumores no cerebrales) (figura 3.36A).

En la colonia G, la lesién mas frecuentemente detectada fue “astrocitocis displasica”,
que es un estadio que podria preceder la evolucion a un tumor astrocitico pero que en

esta colonia no se llego a producir en la mayoria de los casos.
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Figura 3.36: Distribucion de los diagnésticos encontrados en los estudios histopatolégicos. A)

Colonia N y B) Colonia G.

Colonias Py R:

De un total de muestras de 21 animales estudiados por histopatologia para la colonia
P, casi la mitad (43%) no presentaban alteraciones compatibles con tumor cerebral
(figura 3.37). Dentro de los animales que si presentaban anomalias, la patologia mas
frecuente fue oligodendroglioma anaplasico (grado Ill) con un 24% del total de las
muestras estudiadas. Las siguientes patologias mas frecuentes fueron
oligodendroglioma de grado Il con un 14% vy glioblastoma con un 9% (figura 3.37A).
Las muestras clasificadas como “no evaluable”, se debieron a que en el momento de
fijar el cerebro para los analisis de histopatologia, el animal ya llevaba algun tiempo
muerto en el estabulario (entre 8-15 horas) y el tejido a evaluar presentaba ya cierto
grado de alteracién morfologica y citolégica en su estructura incompatible con su

evaluacion histopatologica.

En la colonia R se estudiaron por histopatologia muestras de un total de 13 animales.

Un 38% de dichas muestras no presenté ninguna alteracion, y un porcentaje similar
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presento displasia neuronal lo que también, como en la colonia G, sugiere un estadio
de progresion anterior a las alteraciones tumorales. Los animales que si presentaban
lesiones compatibles con tumores, evidenciaron glioblastoma difuso y tumor glial sin

permitir especificacion de tipo o grado a porcentajes iguales (figura 3.37B).

m Tumaor ghial

B Glioblastoma :
B Glicblastoma

E Qligodendroglioma r R
gradao i 3% = Tumer glial

» Qligodendroglioma ]
anaplasico [grado 0ij d = Displasia neuronal
uNo evaluable " ] |
g% = Sin alteraciones

= 5in alteraciones

Figura 3.37: Distribucion de las diferentes patologias encontradas en los estudios

histopatolégicos. A) Colonia P y B) Colonia R.

Colonia S:

De la colonia S se estudiaron por histopatologia un total de 64 animales. Un porcentaje
relativamente alto (63,8%) no presentd ninguna alteracién compatible con tumor
cerebral. Dentro de los 36,2% que si presentaron algun tipo de lesién, el diagndstico
con el porcentaje mas elevado fue el de oligodendroglioma grado Il con un 61%

seguido por los oligodendrogliomas anaplasicos grado lll, con un 19% (figura 3.38).
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Figura 3.38: A) Total de animales que presentaron tumor o lesion. B) Distribucion de las

diferentes patologias encontradas en los estudios histopatolégicos en la colonia S.

3.4 DISCUSION

La caracterizacion inicial de las colonias GEM se llevé a cabo con un analisis
genotipico, cuya distribucion en la poblaciéon estabulada se optimizé al maximo
escogiendo consecuentemente los progenitores en los subsiguientes cruces. Dicha
caracterizaciéon genotipica se llevd a cabo como habia sido descrito por los
proveedores de los distintos modelos [111,124,140], excepto en el caso de la colonia
R, para la cual fue necesario llevar a cabo un exhaustivo procedimiento de puesta a
punto para asegurar el correcto genotipado de dicha colonia [141]. Los resultados
obtenidos en el cruce y mantenimiento de las colonias se correspondieron a lo
esperado, tanto en relacion a la distribucién de sexo de los animales, como la
distribucion de los genotipos, una vez escogidos de manera razonada los cruces.
Aparte del dato de genotipo y edad (para animales en cruce, la edad maxima
establecida fue de 16-24 semanas), también se orientd a repetir los cruces en los

cuales la camada daba lugar a animales que realmente presentaban masas anémalas
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confirmadas como tumores cerebrales, en un intento de optimizar la penetrancia del

fenotipo tumoral.

Los analisis histopatoldgicos llevados a cabo por el Dr. Marti Pumarola del Centre de
Biotecnologia animal | de terapia Génica (CBATEG), demostraron considerable
similitud entre las caracteristicas morfoldégicas observadas en nuestros modelos
preclinicos y las caracteristicas histologicas observadas en tumores humanos, por
ejemplo oligodendrogliomas [142]. En ambos casos, tumores preclinicos evaluados
durante esta tesis y tumores humanos descritos en la literatura, se observo
proliferacion neoplasica de células tipo glial, con células de forma redonda o poligonal,

nucleos grandes, cromatina laxa y uno 0 mas nucleos.

En nuestros resultados, hemos observado una penetrancia en el desarrollo de tumores
cerebrales que no concordaba con lo descrito en la bibliografia por los desarrolladores
de los distintos modelos [111,124,140]. Por ejemplo, en el caso de la colonia “N”, Reilly
et al [140] afirmaban que el fenotipo de desarrollo de tumor cerebral (astrocitomas de
grado bajo o intermedio) alcanzaba valores de 92% del total de los animales a los 6
meses de edad, mientras en nuestro caso, en la muestra de animales estudiados entre
2 y 16 meses de edad, dicho porcentaje no sobrepasé el 15% (considerando los
analisis histopatoldgicos llevados a cabo entre 2006 y 2009, lo que refleja una
penetrancia claramente mas baja que la descrita previamente para ésta colonia GEM).
La presencia de otros tipos de tumores, como sarcomas (descritos por Reilly et al)
[140] puede complicar y acortar el tiempo de vida de los animales, aunque en nuestro
caso el porcentaje de tipos de diagndstico no relacionados con tumores cerebrales,

alcanzo solo un total de 7,2 %.

En la colonia “G”, tal y como fue efectivamente descrito por Weissemberger et al [124],

la mayoria de los casos tenia un componente importante de astrogliosis,
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probablemente por la presencia del inserto v-src. Esta colonia ya se habia descrito con
una penetrancia relativamente baja 35% en el fenotipo tumoral de astrocitomas, pero

en nuestro caso no se pudo superar el 3,8% de incidencia dentro de los animales

portadores del genotipo transgénico.

Con la colonia “S”, para el genotipo con mayor penetrancia, que fue el Tg/ko+/-, en un
estudio longitudinal a lo largo de un afio, Weiss et al. [111] observaron que,
aproximadamente, 90% de los animales murieron a causa de oligodendrogliomas. En
nuestro analisis, llevado a cabo durante los afos 2005 a 2012, la colonia S present6
una incidencia de tumores de tan solo un 36,2%, porcentaje que se obtuvo Unicamente
de los datos obtenidos por histopatologia. Lo que si se cumplia era la predominancia
de diagndstico histopatolégico observado que fue la de oligodendroglioma, tal como
fue descrito por los desarrolladores iniciales. Para la colonia P se alcanzaron valores
mas altos de penetrancia de hasta 52% (teniendo en cuenta solamente los analisis
histopatoldgicos) de los animales, con un claro predominio de los oligodendrogliomas
de alto grado sobre otros diagndsticos histopatoldgicos. No obstante, uno de los
inconvenientes relacionados con esta colonia es que sus animales presentaban un
patrén bastante agresivo de formacién y desarrollo de tumores muy tempranos, como
se puede ver en la grafica 3.16 de aparicion de los sintomas neurolégicos (19
semanas). Este hecho dificulta un estudio de la evolucién de dichos tumores, asi como
su utilizacion en posibles experimentos de analisis de patrén tumoral, o estudio de
nuevas estrategias terapéuticas o de agentes de contraste. Ademas, después de la
deteccién de los sintomas, en un periodo corto (aproximadamente 10 dias) sobrevenia
la muerte del animal. Esto, a efectos del estudio que se pretendia llevar a cabo en esta
tesis, era un elemento distorsionador dado que no permitia evaluar y estudiar la
evolucién del tumor hacia grados mas altos, muchas veces ni tan solo siquiera

permitiendo la ejecucion de las técnicas basicas de diagnostico por la gravedad del
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estado sanitario de los animales, cuando el estabulario informaba de los primeros

sintomas neuroldgicos.

Finalmente, para la colonia “R”, los desarrolladores [127,143,144] describen una alta
incidencia de hiperplasia glial, aunque el aumento de la edad de los animales deberia
llevar a un aumento descrito de hasta 95% en la incidencia de la formacion de
astrocitomas de bajo y alto grado, lo que dista del porcentaje (24%) obtenido en

nuestras condiciones experimentales.

Las diferencias entre los valores observados de penetrancia entre los datos descritos
en la literatura y los observados en esta tesis podrian deberse a factores ambientales
como el estrés, tal y como fue descrito por Giraldi, et al [145] para un modelo de
metastasis, aunque posibles cambios en la dieta o el status microbiolégico que
pudiesen afectar el sistema inmunolégico natural del animal, también podrian ser
determinantes en modulaciones de la penetrancia del fenotipo tumoral. Es importante
remarcar también que el analisis de penetrancia descrito por los desarrolladores se
suele realizar teniendo en cuenta las distribuciones de patologia con estudios
histopatoldgicos de punto final de un determinado grupo de animales al completo, cosa
que no se llevd a cabo en nuestro caso, ya que se priorizaron estudios no invasivos de
las posibles masas intracerebrales anémalas por IRM/ERM/IERM. Debido, a eso, no
todos los animales que murieron en los afios de evolucién de las colonias GEM que
contempla esta tesis fueron analizados por histopatologia si no presentaron sintomas
evidentes o se detectd una masa andémala por IRM. Por ello la penetrancia encontrada
por nosotros podria haber sido artefactualmente menor que la descrita por los autores

iniciales.

Por ello, seria ideal que los animales desarrollaran sintomas de la enfermedad en sus

estadios iniciales para permitir la correcta monitorizacion de su evolucion y analisis de
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patrones metabdlicos con y sin perturbacion espectral durante la progresion tumoral.
Siguiendo ésta linea de razonamiento, los analisis iniciales de caracterizacion de la
colonia GEM por IRM/ERM/IERM incluian solamente animales que presentaran
sintomas neuroldgicos posiblemente indicativos de la presencia de una masa
anémala. Juntamente con el personal veterinario del Servei d’Estabulari de la UAB, se
establecio un criterio de evaluacién semanal de los animales, en los cuales se nos
entregaba una lista de los posibles animales de interés que presentaban sintomas
sospechosos de una masa andémala en estadios tempranos. Entre los sintomas mas
recurrentes en estos animales se encontraron movilidad anémala, paresia y pérdida de
peso. Dichos sintomas se encuentran también presentes en los animales que
desarrollan tumores de tipo glial descritos en el estudio realizado por Jason et al [146]

por lo que seria de suponer que estos animales presentaran masas anomalas que

podrian ser compatibles con tumores cerebrales, en general de tipo glial.

El nimero de animales que desarrollaron sintomas indicativos de enfermedad en las
colonias S, P y R no fue muy elevado y, dentro de ese numero, solo un porcentaje
menor desarrolld masas andmalas que realmente se confirman como tumores

cerebrales.

Los resultados preliminares, sobre todo en relacion a las colonias “N” y “G” no lograron
dar respuesta a nuestra necesidad de contar con un modelo GEM de tumor
espontaneo y de preferencia de bajo grado, con lo que se optd por seguir evaluando
con mayor detalle la colonia “S” y, ademas, intentar reproducir en nuestras condiciones
experimentales la incidencia descrita para las colonias “P” y “R” que se obtuvieron en
colaboracién con sus desarrolladores. La colonia que mas se acercaba al tipo de
tumor espontaneo adecuado a los estudios de nuestro grupo (aunque con una
penetrancia mas baja de la descrita) era la colonia “S”, seguida de la “R” esta ultima

por el gran interés en disponer de un modelo de progresién tumoral astrocitica.
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Teniendo en cuenta los resultados ya descritos, de una baja incidencia de deteccion
tumoral cuando se exploraban de manera rutinaria solamente los animales con
sintomas neuroldgicos indicativos de una masa andémala, se hipotetizé que una
busqueda sistematica de tumores, analizando todos los animales portadores del
genotipo de interés (el llamado “estudio piloto”), nos acabaria llevando a encontrar un
porcentaje de masas andmalas que se acercara mas a lo descrito por la literatura
[111,124,127], porque se detectarian también los animales que no llegaban a
desarrollar sintomas evidentes de patologia. Los resultados que se muestran en la
Tabla 3.4 contradicen esa hipotesis, dado que el porcentaje de tumores encontrados

en las distintas colonias siguié siendo bajo (16,7% % para colonia S, 7,7% para

colonia P y 4,3% para colonia R) (teniendo en cuenta los estudios por IRM/ERM).

Por los resultados descritos hasta aqui, por un lado quedan evidentes las diferencias
de penetrancia si se comparan los casos resultantes de analisis histopatologicos en
una poblacion significativa de la colonia, y los casos resultantes de una poblacién
analizada por IRM/ERM seguidos de confirmacion histopatoldgica, siendo éstos
ultimos mucho menos numerosos. Por otro lado, y para la mayoria de las colonias, la
incidencia general de tumores queda alejada de la incidencia reportada en la
bibliografia. Esto se tradujo en una gran dificultad de poder contar con un modelo
estable, reproducible y accesible de tumor cerebral preclinico de bajo grado, aparte del
gran esfuerzo econémico y de recursos humanos que supuso mantener activas una

serie de colonias de animales transgénicos.

El interés en disponer de un modelo preclinico de bajo grado, asociada a la baja
penetrancia del fenotipo de tumor cerebral en nuestras colonias GEM fue un factor
limitante que nos llevd a plantear la posibilidad de generar una linea de tumor
transplantable a partir de uno de estos tumores espontaneos GEM. Para ello,

deberiamos maximizar nuestros métodos de deteccion no invasiva del grado tumoral,
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de manera de detectar lo mas tempranamente posible una masa anémala compatible
con tumor de bajo grado, para llevar a cabo los primeros intentos de modelo
transplantable. Ello llevé a la colaboracion de la autora de esta tesis con otros
miembros del GABRMN para mejorar las estrategias de imagen molecular para
diagnéstico y generacion no invasiva de tumores cerebrales preclinicos GEM [26,28].

Dicho trabajo colaborativo pudo llevarse a cabo en parte gracias a los ratones GEM

que el mantenimiento de las colonias descritas en este capitulo produjo.

Entre las masas andmalas detectadas en las exploraciones IRM, para algunas
colonias GEM se encontraban casos que eran claramente compatibles tanto con
tumores cerebrales de alto como de bajo grado (colonia S, colonia P). Se trataba de
lesiones circunscritas, con evidente afectacion en las imagenes ponderadas en T,,
localizadas predominantemente en uno de los hemisferios o en el mesencéfalo,
presentando patrones variables de captacion de contraste segun el estadio tumoral, y
tiempos de evolucion variable hasta la muerte del animal dependiendo de la presién
ejercida en centros vitales del cerebro. La colonia P, como previamente se ha
mencionado, tenia un desarrollo muy rapido y de lesiones bastante agresivas que en
seguida mostraban captacion de contraste, por lo que nos impedia encontrar el animal
GEM que presentase las caracteristicas ideales de bajo grado y evolucién del tumor
lenta para nuestro objetivo de tumor transplantable. Por otra parte, la colonia R
presentaba repetidamente un patrén de lesion bastante difuso, poco circunscrito y
poco claro, con una gran afectacion ventricular. Esto daba lugar a lesiones que no
resultaban muy adecuadas a los estudios IRM/ERM/IERM, por la gran dificultad de
situar el volumen de interés en una zona claramente andmala sin contribucion del
tejido adyacente. Los estudios de la integridad de BHE mostraron gran dispersion en el

comportamiento tumoral, aunque en lineas generales seguia siendo valida la
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extrapolacién de que la captacion de contraste es un indicio muy fiable de la presencia

de grado tumoral elevado.

Dentro de la evolucién de los tumores y su volumen relativo, este no parece ser
tampoco un determinante en la captacion de contraste. Mas del 70% de los casos
(figura 3.31) presenta ya captacion de contraste en estadios tempranos e intermedios
de su volumen tumoral. El 27% restante lo presenta al final a volumenes, lo que seria
compatible con una evolucion hacia grados mas elevados debido a una progresion

tumoral en los GEM investigados.

Estos datos experimentales iniciales nos indicaban que la colonia mas adecuada para
ofrecer un candidato de tumor para generar una linea transplantable de tumor de bajo
grado era la “S”. No obstante como es bien sabido (y asi corroboran nuestros datos
experimentales), a veces los criterios anatémicos y de captacion de contraste reflejan
con cierta inexactitud el grado del tumor [42,147] por lo que fue necesario refinar al
maximo las técnicas de determinacion de tipo y grado tumoral de manera no invasiva,
utilizando herramientas tanto de ERM como IERM, con y sin perturbacion del patrén
espectral para evaluarlo. Esto se hizo necesario porque naturalmente, si se sacrifica el
animal para obtener confirmacién histopatolégica, ya no se puede disponer de esa
misma porcidon de muestra para el intento de establecimiento de la linea transplantable

de bajo grado.

Los estudios de IERM-PM llevados a cabo tuvieron como finalidad, la determinacion
del grado tumoral de la manera mas exacta posible de una manera no invasiva. Un
ejemplo de esto lo podemos ver con la perturbacion metabdlica con glucosa que nos
permite analizar un caso con un clasificador optimizado, donde se obtiene mejores
resultados, utilizando los datos de IERM-PM con hiperglicemia a 12ms [131,28], ya

que incrementa el rango dinamico de las diferencias entre tumores de distintos grados
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que responden de manera distinta a las perturbaciones metabdlicas, porque sus
células no tienen los mismo elementos metabdliticos cerebrales. Ademas los cambios
bioquimicos deberian preceder a los cambios histopatoldgicos o morfologicos. Esto
nos podria ayudar a determinar mejor el grado tumoral en cuestion y decidir si seria
adecuado para el desarrollo de una la linea transplantable o no. Finalmente, el uso del
DMSO en experimentos IERM-PM parece indicar de alguna manera la presencia de
proliferacion activa, que se detecta como “zonas de acumulo o “hot spots”, a veces
dentro y a veces fuera del tumor, siendo distintas también por ejemplo en casos que
responden a la terapia y casos que recidivan [148], lo que puede apoyar la idea de un
marcaje indirecto de la fase de proliferacion tumoral parte de retencién diferencia de
DMSO. Aunque hay distintas hipétesis para lo que realmente esta “marcando” el
DMSO (por ejemplo macréfagos peritumorales), aun no hay suficiente evidencia para
corroborar o rechazar dicha hipétesis. Nuestro grupo sigue trabajando en la direccién
de clarificar las diferencias entre la retencion de DMSO en los distintos tejidos

cerebrales normales y patolégicos y evaluar como esto puede ser de utilidad para

diagnéstico y prondstico de las masas andmalas cerebrales.

3.5 Conclusiones relativas al estudio y caracterizacion de las colonias GEM

1. Se han mantenido, cruzado y caracterizado genotipica y fenotipicamente 5
colonias distintas de animales GEM para la obtencion y estudio de tumores
cerebrales espontaneos con un total de 2537 animales evaluados a lo largo del
periodo 2006-2012.

2. No ha sido posible, en ninguna de las 5 colonias, reproducir el resultado de
penetrancia descrito en la literatura por los generadores iniciales de dichas

colonias, en parte por la diferencia de técnicas usadas en la deteccion y
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caracterizacion (histopatologia de punto final vs. técnicas de resonancia
magneética, seguidos de histopatologia).

3. Aunque con una penetrancia inferior (3,8% -16,7%) a la descrita en la literatura
(64%-80%), todas las colonias que se mantuvieron produjeron tumores
cerebrales espontaneos (4+/-3) del tipo glial y oligodendroglial, con distribucion
diagnostica y grados variables dependiendo de alteraciones genéticas,
esencialmente de acuerdo con lo descrito por sus generadores iniciales.

4. No todas las masas andémalas desarrolladas por la colonia pudieron ser
utilizadas para los estudios de MRI/MRS/MRSI, dado que localizaciones en
zonas de dificil ajuste de la homogeneidad del campo magnético impidieron la
correcta adquisicion e interpretacion de este tipo de datos.

5. El estudio piloto llevado a cabo con las colonias S, R y P mejor6 de manera
substancial la deteccién de tumores, obteniéndose una penetrancia mayor
(10%), pero aun asi alejada de la descrita en la bibliografia, y esto a su vez
llevé al planteamiento del desarrollo de una linea transplantable de bajo grado
(ver capitulo 2).

6. De todas las colonias GEM estudiadas, la mas adecuada para el desarrollo de
masas andmalas compatibles y utilizables para los estudios de MRI/MRS/MRSI
fue la “S s100B -v-erbB / inK4a-Arf (+/-).”, por su mejor penetrancia (16,7%),
por el desarrollo de lesiones bien delimitadas y de evolucion a medio término,
con predominancia de grados bajos. En consonancia con estos resultados,
ésta fue la colonia escogida para intentar el desarrollo de una la linea
transplantable de bajo grado.

7. Los estudios con IERM-PM desarrollados en el grupo y llevados a cabo en el
experimento piloto (con un total de 307 ratones GEM evaluados por varios
investigadores) ayudaron sensiblemente a mejorar y complementar la

deteccidén no invasiva de tumores de grado bajo e intermedio en las colonias
126



CAPITULO 1:

Descripcion y caracterizacion de las colonias de “enetically engineered mouse”
(GEM) accesibles al GABRMN

GEM, dado que los estudios DCE con administracién de contraste no siempre

ofrecieron una informacion fiable sobre el grado tumoral investigado.
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4. CAPITULO 2: INTENTO DE GENERACION DE UN MODELO TRANSPLANTABLE

DE TUMOR CEREBRAL MURINO DE GRADO BAJO.

4.1 OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue la generacion de una linea transplantable a partir de un
tumor glial de grado bajo o intermedio desarrollado por ratones GEM, debido a la baja
penetrancia observada en los tumores espontaneos desarrollados por dichas colonias
(ver capitulo 1). Ello nos proporcionaria un modelo adecuado para el estudio de
patrones espectrales a lo largo de la progresion tumoral y también un modelo adicional
para el estudio de nanoparticulas como potenciales agentes de contraste (ver capitulo

3).

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Cultivos celulares-células GL261

Las células de la linea GL261 de glioma murino fueron obtenidas del Tumor Bank
Repository, situado en el National Cancer Institute-Frederick (NCI) en Frederick, USA.
Esta linea fue seleccionada como modelo para la puesta a punto de protocolos de
disgregacion y transplante de tumores por haber sido previamente caracterizada en el
grupo en relacion al patron espectral de los tumores murinos generados con ella [27,131]
y por tener un comportamiento altamente reproducible en la generacion de gliomas de

grado alto (grado IV) en modelos animales murinos [107].
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Condiciones estandar de cultivo

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm?® (Nunc, LabClinics SA, Barcelona)
utiizando medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma, Madrid)
suplementado con 2,0 g/l de Bicarbonato de sodio, 0,285 g/l de Glutamina, un 10% de
Suero Fetal Bovino y un 1% de penicilina-estreptomicina. Todos los suplementos fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich, Madrid, excepto el suero, que procedia de Gibco, Invitrogen
Corporation, Reino Unido. El periodo de tiempo necesario para alcanzar la fase de
confluencia (75-85% de la superficie del frasco cubierta de células) era de 7 dias a partir
del momento del subcultivo, antes de llegar a confluencia. EI cambio de medio se
establecio en los dias 3 y 5 de cultivo. Las células se cultivaron a 37°C en una atmaosfera
estéril con un 5% de CO, y humedad del 95% en un incubador (HeraCell, 150i, Thermo
Scientific). En el momento del subcultivo, el medio era eliminado por aspiracién con una
bomba de vacio y las células se lavaban con 10ml de PBS estéril. A continuacion,
después de eliminar el PBS, se anadian 2ml de tripsina-EDTA (0,5 g/L y 0,2 g/L
respectivamente) (Sigma, Madrid) para desprenderlas de las paredes del frasco (durante
2 minutos) y se resuspendian en 8 ml de medio RPMI (10ml de volumen total de
resuspension). Dos gotas de esta resuspension (7 x10° células aproximadamente) eran
sembradas en los nuevos frascos. Las células fueron adquiridas del NCI en viales en
pase diez de cultivo y se subcultivaron sucesivamente hasta el pase cuarenta, momento
en el cual se descartaban para evitar posibles alteraciones en la capacidad de reproducir
adecuadamente el modelo ortotépico de GBM utilizado en este trabajo y descrito en el

apartado 4.2.3.
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Curva de crecimiento

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

correspondientes:

Cf =M xdxVcxVr eq.4.1

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

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

volumen de la camara (V¢ = 10*cm?®) y Vr el volumen de resuspensién (10 ml).

Los datos obtenidos se ajustaron a una curva exponencial con el programa Sigma Plot

v8.0.

4.2.2 Ratones C57BL/6

Los animales fueron obtenidos de los laboratorios Charles River (Charles River

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

Medi Ambient i Habitatge) - 4600; CEEAH (Comissié d'Etica en I'Experimentacié Animal i

Humana) — 1176-1178.

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

de la letra C seguida de un numero asignado de manera ordinal ascendente.

4.2.3 Modelo ortotépico de GBM murino

Las células de glioma GL261 fueron recolectadas del frasco de cultivo segun el
procedimiento descrito para el subcultivo en el apartado 4.2.1 Una pequefa alicuota se
reservdo para efectuar el recuento, también segun lo descrito anteriormente. La
suspension de células se trasladé a un tubo Falcon de 15 ml (DeltaLab S.L.U., Barcelona,
Espana) y se centrifugd 1,5 minutos a 1400 g (Centrifuga Selecta S-240, ALCO,
Terrassa, Espana), para retirar el sobrenadante y reservar el sedimento de células.
Posteriormente se anadio el volumen adecuado de medio RPMI al sedimento para tener
una concentracion de 10° células en 4 ul segln la ecuacién:

(VixCf)

Vi =
10°

eq. 4.2
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Siendo Vi el volumen final de suspension del sedimento, Vi el volumen de implantacion

por animal (4ul) y Ct el numero de células totales extraidas del frasco.

Quince minutos antes de comenzar el proceso de inyeccion estereotactica, se administro
analgesia a los animales (hembras C57BL/6) por inyeccién subcutanea: Meloxicam
(Boehringer Ingelheim Espafna, S.A.), (1,0 mg/Kg). A continuacién los animales fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina (Parke-Davis S.L., Madrid) y xilazina (Carlier,
Barcelona Espana) (80 y 10 mg/Kg, respectivamente) administrada intraperitonealmente,
e inmovilizados en un sistema estereotactico (Kopf Instruments, Tujunga/CA, USA) como
se muestra en la figura 4.1. Después de exponer el craneo se realizé una perforacion de
1 mm de diametro con un microtaladro (Fine Science Tools, Heidelberg, Alemania) 0,1
mm posterior a Bregma (en sentido caudal) y 2,32 mm lateral a la linea media (derecha),
en la zona correspondiente al estriado. A continuacion, se inyectaron 4 ul de la
suspensién celular (10° células) mediante una jeringa Hamilton de 26G (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa), utilizando un inyector digital (Harvard Apparatus, Holliston/MA, USA) a
una velocidad de 2 ul por minuto, a una profundidad de 3,35 mm desde la superficie del
craneo. Una vez finalizada la inyeccién, se esperaron 2 minutos antes de extraer
suavemente la Hamilton, para evitar que las células fuesen arrastradas al exterior. Los
animales fueron suturados con seda del calibre 5/0 (Braun, Barcelona, Espafa) y
permanecieron a una temperatura aproximada de unos 25°C bajo una lampara de
infrarrojos durante su recuperacion de la anestesia. Una vez despiertos, se les administré
Buprenorfina (Buprex, Schering-Plough, Madrid, Espafa) (0,05 mg/kg) por via
subcutanea y durante 2 dias tras la operacion se les administré Meloxicam cada 24h (1,0

mg/Kg) como analgésicos.
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Figura 4.1: A la izquierda se muestra una imagen general del sistema de inyeccion
estereotactico utilizado para inocular células GL261 en el estriado de los ratones C57BL/6. A la
derecha puede verse una ampliacion del craneo de un animal durante el proceso de

implantacion.

4.2.4 Puesta a punto del modelo: Generacion de tumores cerebrales a partir de

gliosferas obtenidas a partir de tumores GL261

4.2.4.1 Gliosferas producidas a partir de tumores GL261 en fresco

Generacion y seguimiento del tumor GL261

Una vez generados los tumores con células GL261, tal y como se describié en el
apartado 4.2.3, se realizd un seguimiento de la progresion tumoral mediante
exploraciones por IRM. Se llevaron a cabo secuencias de alta resolucion ponderadas
en T, en los planos axial y coronal, calculando el volumen mediante secuencias para
volumetria hasta que el tumor presenté un tamafio aproximado de 140 + 20 mm?®
(alrededor de 18 + 2 dias de evolucion). El calculo del volumen tumoral se realizd
como se explica en el apartado 4.2.5. Cuando el tumor alcanzé el tamafo prescrito los

animales fueron llevados al Grup de cél.lules mare i medicina regenerativa de la
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Universidad de Barcelona ya que la disgregacién y posterior generacion de gliosferas

se llevaron en colaboracién con este grupo, dirigido por el Dr. Josep M? Canals.

4.2.4.1.1 Disgregacion del tumor y generacion de gliosferas

Un total de 6 animales portadores de tumor GL261, con las caracteristicas de volumen
descritas en el apartado anterior, fueron transportados al laboratorio del Dr. Josep M?
Canals para su sacrificio y posterior extraccion del tumor. Los animales fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical. Una vez sacrificados, se procedid a la
extraccion del tumor limpiandolo de tejido circundante no tumoral. A partir de estas
muestras se llevd a cabo la disgregacion del tejido y generacion de gliosferas
mediante el protocolo, “Generacion de gliosferas a partir de tejido” (Anexo 4) realizado
en colaboracién con Cristina Herranz. En la figura 4.2 podemos ver una imagen de las
gliosferas en estadio “P0” primera generacion de gliosferas a partir del tumor del

animal S912.

134



CAPITULO 2:
Intento de generaciéon de un modelo murino de grado bajo transplantable de
tumor cerebral

Figura 4.2: Imagen de microscopia optica de gliosferas generadas a partir de tumores GL261

en fase 1. Observada en un microscopio confocal a 100x.

Una vez generadas, estas gliosferas fueron traspasadas a placas tipo P24 vy
transportadas al GABRMN. Cada pocillo de la placa P24 contenia aproximadamente
10° células en forma de gliosferas, que se usaron para la implantacién en ratones

C57BL/6 tal como se describe en el apartado 4.2.4.1.3.

4.2.4.1.2 Gliosferas producidas a partir de tumores GL261 congelados.

Cuando los tumores GL261 creciendo en ratones C57BL/6 alcanzaron el tamano de
140+20 mm?, los animales fueron sacrificados por el método de dislocacién cervical y
se extrajo el tumor, intentando minimizar la cantidad de tejido normal circundante
adherido. Al final, se obtuvieron entre 2 y 3 piezas de tumor de volumen 2x2x2 mm de
alrededor de 10mg (cada una) las cuales se mantuvieron en atmésfera de nitrégeno
(N2) gas durante 1h. Después de este tiempo fueron almacenadas en N, liquido hasta
el momento de su uso. En el momento de su utilizacion, estas muestras fueron
transportadas en un recipiente con N, liquido al laboratorio del Dr. Josep M? Canals.
Las muestras se descongelaron durante 5 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente, se procedioé a la generacién de gliosferas tal y como esta descrito en

el apartado 4.2.4.1.

4.2.4.1.3 Implantaciéon de gliosferas en animales C57BL/6
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Antes de proceder a la implantacion, se disgregaron las gliosferas mediante el
siguiente procedimiento: se extrajo la totalidad del medio y gliosferas contenido de
cada uno de los pocillos de la placa P24 con ayuda de una pipeta automatica,
reuniéndolos en un tubo de 25 ml. A continuacién, se centrifugd el tubo durante 5
minutos a 1000 g y se elimind el sobrenadante por aspiracién con una bomba de
vacio. Finalmente, se le agreg6 al sedimento de las gliosferas 96 pl de medio RPMI
1640 y se pipeteo 8-10 veces. Una vez finalizado este procedimiento, se procedi6 a la
implantacién de los animales C57BL/6 (n=6) tal y como se describe en el apartado

4.2.3. El seguimiento de la formacion y crecimiento de estos tumores fue realizado

mediante los estudios de RMN, como se recoge en el apartado 4.2.5.

4.2.4.2 Generacion de una linea de tumores transplantables a partir de gliosferas

generadas a partir de un tumor GEM de bajo grado.

Como siguiente paso en la consecucion del objetivo de este capitulo, se procedi6 a
repetir el proceso de generacion de gliosferas, esta vez a partir de un tumor detectado

en un animal GEM de la colonia “S” (s100B -v-erbB / inK4a-Arf (+/-)).

El animal escogido fue el S912, hembra, de 17 semanas en el momento de la
deteccion de la lesion, presentando el genotipo Tg/ko+/-. Se le realizé un seguimiento
mediante exploraciones de IRM/ERM/IERM descritas en el apartado 3.2.2.1. Las
caracteristicas de dicha masa andmala eran compatibles con grado tumoral

intermedio.

Cuando la masa tumoral llegé al volumen de 90 mm?®, se opté por transportar el raton

al laboratorio de Josep M? Canals para su sacrificio y posterior extraccion del tumor,
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como se describe en 4.2.4.1.1. Aunque era mas pequefio que los tumores GL261
usados para la puesta a punto del método se intentaba evitar la posible progresion del
tumor a grados mas altos y por lo tanto se optd por utilizarlo en este preciso punto. Un
fragmento del tumor fue congelado y posteriormente se realizd6 el analisis

histopatologico descrito en la seccion 4.2.6, mientras lo restante fue utilizado para la

generacion de gliosferas.

Un total de 30 animales fueron implantados con las gliosferas generadas durante 3
dias consecutivos, n=10 animales cada dia. El seguimiento de la progresion de las
masas tumorales, en todos los casos, se llevd a cabo mediante los estudios descritos

en el apartado 4.2.5.

4.2.5 Estudios por IRM/ERM/IERM

Para los estudios de RMN se utilizaron las mismas secuencias descritas en el apartado

3.2.2.1. Los puntos temporales para las exploraciones de los animales fueron cada 32

dias después de la deteccidn inicial de la masa andmala, dependiendo del desarrollo de

la masa tumoral. Los animales que no desarrollaban masas tumorales fueron explorados

cada 15 dias durante un periodo maximo de 12 meses.

Para medir el volumen de los tumores se utilizaron las secuencias de alta resolucion T,

en el plano coronal y secuencias en 3D. Los parametros de las secuencias en 3D fueron

los siguientes: Secuencia RARE, echo train length, 16; FOV, 20 x 20 x 15 mm; MTX, 128

X 128 x 64 (156 x 156 x 234 pym/pixel); NS, 1; ST, 15 mm; TR/TE, 1000/42,5 ms; NA, 1;

TAT,8miny 32 s.
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En el caso de las imagenes T,,-HR, la formula empleada para aproximar el volumen

tumoral fue (ver también figura 4.3):
VT (mm?) = [[AS, x GS]|+[[AS, +(...)+ AS,, |x(GS + DE)]]x0,075>  €q.4.3

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

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

secciones (0,1 mm) y 0,075 mm?el area de cada pixel.

Figura 4.3: Esquema del calculo del volumen tumoral en las imagenes T,,-HR. A la izquierda
se muestra un corte axial de cerebro de ratén con una masa tumoral en el hemisferio derecho.
Las tres barras horizontales representan tres secciones adquiridas por IRM, siendo el grosor de
cada una GS. La distancia entre secciones queda sefialada como DE. A la derecha se muestra
el esquema de una imagen con orientacion coronal, adquirida a partir de una de las secciones
representadas a la izquierda en el corte axial. AS es el area tumoral medida en pixeles en cada
imagen. Como ejemplo se muestran dos AS diferentes a la izquierda; AS; y AS,. Puede
observarse que para medir el volumen tumoral total hay que tener en cuenta el DE en todos los

AS excepto en AS; (ver eq. 4.3).

El area de cada corte del tumor (AS) se midi6 mediante un sistema automatico de

generacion de regiones de interés (ROIs) accesible desde el programa Paravision 5.0
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(Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania). Dicho programa calcula el area de las ROIs en

pixels. En el caso de las secuencias T.,-HR, el volumen de tumor que no quedd

registrado en imagen por estar en el espacio entre secciones se estimdé sumando este

espacio ( DE ) al grosor de la seccidn correspondiente (Eq. 4.3).

En las secuencias 3D este parametro no se utilizé porque todo el volumen tumoral quedo
registrado en imagen. Las secuencias 3D aparecen al visualizarlas como una sucesién de
imagenes coronales contiguas cuyo grosor es el equivalente al grosor de los pixels que
las componen. Entre dichas imagenes se seleccionaron aquellas en las que podia
detectarse presencia de masa tumoral (regiones de anomalia en T,) y se trazaron ROls
de la misma manera que en las imagenes T,,-HR rodeando las lesiones (figura 4.3). Para
calcular el volumen tumoral se multiplicé la suma de las areas de todas las ROIs por el

grosor total (numero de imagenes con tumor por el grosor de un pixel (0,234mm):
VT (mm?3®) =(AS; + AS, +(...)+ AS, )x0,0057 eq. 3.4

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

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

4.2.6 Estudios histopatolégicos

Una vez finalizados los estudios de IRM y ERM, los animales fueron sacrificados con
una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital (200mg/Kg, 60mg/ml; Dolethal,
Vetoquinol S.A. Barcelona, Espafia). Se extrajeron los encéfalos y se fijaron en una

solucion de formaldehido al 4%.

Un total de 11 muestras de tumores producidos a partir de las gliosferas generadas

por el tumor GEM S912 fueron enviadas para su analisis histopatolégico con el fin de
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tener un diagnéstico, ademas de un fragmento de la muestra original del animal S912

a partir de la cual se generaron estos tumores.

Una vez fijados, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados (5 pm). Los
cortes fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina, para diagnosticar el tipo y grado de los
tumores. Este trabajo fue llevado a cabo en colaboracion con el Dr. Marti Pumarola,

CBATEG.

Se realizaron ademas tinciones inmunohistoquimicas para confirmar la estirpe
oligodendroglial y de GFAP del tumor original y de los tumores de nueva generacion

obtenidos a partir de gliosferas.

Para la identificacion genotipica, aunque eran tejidos distintos, se usaron los mismos

meétodos utilizados que en la seccién 3.2.1.

4.3. RESULTADOS

4.3.1 Cultivos celulares: curva de crecimiento de las células GL261

Cultivos celulares: Curva de crecimiento de las células GL261:

La curva de crecimiento de las células GL261 en condiciones estdndar de cultivo se
muestra en la figura 4.4. Las células alcanzaron la fase exponencial de crecimiento a las
120 horas (dia 5) de cultivo. La fase de confluencia (aproximadamente el 80% de la
superficie del frasco cubierta por células) se situaria entre los dias siete y ocho (168-192
horas) segun el ajuste sigmoideo de la curva. A dia ocho, sin embargo, se observaban
células que empezaban a formar cumulos de tipo gliosfera que se desprendian al afadir

PBS en el proceso de subcultivo (ver materiales y métodos punto 4.2.1), por lo que el dia
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de subcultivo se establecié en el dia siete. Entre los dias nueve y once, en caso de no

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

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

manera estandar al descongelarlas.

Curva de crecimiento GL261
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Figura 4.4: Curva de crecimiento de las células GL261. Los puntos del grafico representan la
media del numero de células totales por frasco en cada punto temporal (n=3 frascos y n=3
contajes por frasco) y las barras verticales muestran la desviacion estandar para cada punto
(en algunos casos no es visible por ser mas pequena que el simbolo). Las flechas verticales
vacias indican los cambios de medio en el protocolo de cultivo estandar (ver también 4.2.1) y el

circulo rodea el dia de subcultivo establecido.

4.3.2 Generacion de tumores a partir de células GL261
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Las células GL261 fueron inoculadas en el estriado de 6 ratones C57BL/6 (ver materiales
y métodos, 4.2.3). Este grupo fue utilizado para la puesta a punto de la primera
generacion de gliosferas en fresco. Ademas se utilizaron para comprobar que se
ajustaban a la curva de crecimiento estandar de los tumores GL261. La evolucion de los
tumores se controlé por IRM desde el sexto dia post-implantacion hasta la fecha de
sacrificio (ejemplo en la figura 4.5). Se calculd el volumen tumoral utilizando imagenes
ponderadas en T, de alta resolucién (como lo descrito en 4.2.5) y a partir de estos datos

se elaboré la curva de crecimiento de volumen para los tumores GL261 con un total de

seis animales (figura 4.6). Los animales se sacrificaron después de la ultima exploracion.

DiA 7 DIA 16 DiA 18 Dia 22 DiA 24

Figura 4.5: IRM ponderada en T, (T, —HR) en orientacién axial del cerebro del animal C482,
adquirida a 7T a distintos dias post-implantacion (indicados bajo cada imagen). Seguimiento de

la progresién tumoral.
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Evolucion de tumores GL261
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Figura 4.6: Curva de evolucion del crecimiento de tumores GL261 en 6 animales. Los puntos
del grafico representan la media del volumen de los tumores en cada punto temporal de
seguimiento (cada tres dias a partir del dia 6 post-implantacion), y las barras verticales
muestran la desviacion estandar. El seguimiento termind con el sacrificio de los animales por

razones éticas y la Ultima medida que pudo realizarse fue el dia 24 post-implantacion.

4.3.3 Generacion de tumores a partir de gliosferas obtenidas de tumores GL261

Gliosferas generadas a partir de la disgregacion de tumores en fresco:

Los tumores generados a partir de las gliosferas obtenidas de tumores GL261 en
fresco presentaron un desarrollo similar a los tumores de origen (ver ejemplos de
seguimiento en la figura 4.7, a comparar con los de la figura 4.5) aunque la mayoria de
dias presentaron crecimientos volumétricos algo menores con diferencias
estadisticamente significativas. p=0,005. Con respecto a la curva de crecimiento

estandar para GL261, sin embargo los animales tuvieron una supervivencia muy
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parecida a los animales implantados con células GL261 15 dias vs 20 dias (figura

4.8B).

Figura 4.7: IRM ponderada en T, de alta resolucién en orientacion axial del cerebro de los
animales C453 y C497, adquirida a 7T a distintos dias post-implantacion (indicados bajo cada

imagen). Seguimiento de la progresion tumoral.
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Figura 4.8: A) Seguimiento de la progresion en tumores generados a partir de gliosferas de

tumores GL261 disgregadas en fresco a diferentes dias post-implantacion (volumenes
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expresados en mms). B) Bloxplot de la comparacion de la evolucién del crecimiento de
tumores generados a partir de células GL261 (box rojo) y gliosferas de tumores GL261 en
fresco (box verde). La linea hrizontal en medio de las cajas represaenta la media. Las
diferencias significativas (p<0,005) estan marcadas con un asterisco. El simbolo o representa
los outliers. Se comparan los volumenes para cada punto temporal de los dos curvas de

progresion.

4.3.3.1 Generacion de tumores a partir de gliosferas de tumores congelados GL261

En los 7 animales implantados con gliosferas obtenidas de los tumores GL261
congelados, se observd un patrén de crecimiento ligeramente distinto a los GL261
considerados en las secciones anteriores. El primer dia de deteccion de masa
anémala fue el dia 10 post-implantaciéon, en comparacion con el dia 8 del grupo de
disgregacién en fresco, aunque luego tuvieron una evolucion bastante similar (ver

ejemplos en la figura 4.9).

La figura 4.10 muestra las curvas volumétricas de todos los animales estudiados, y los
boxplots en la figura 4.10B muestran la comparacion relativa de los volumenes
tumorales obtenidos en los tumores GL261 estandar y en los obtenidos con la

generacién de gliosferas, con o sin congelacién previa de los tumores GL261.
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C594

C596

Figura 4.9: IRM ponderada en T, de alta resoluciéon en orientacién axial del cerebro de los

animales C594 y C596, adquirida a 7T a distintos dias post-implantacion (indicados bajo cada

imagen). Seguimiento de la progresion tumoral.
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Figura 4.10: A) Seguimiento de la progresién en tumores generados a partir de gliosferas de
tumores GL261 congeladas, a diferentes dias post-implantacién (volimenes expresados en
mm3). B) Bloxplot de la comparacion de la evolucion del crecimiento de tumores generados a
partir de células GL261 (box rojo), gliosferas de tumores GL261 en fresco (box verdes) y
gliosferas de tumores GL261 congelados (box azul). Las diferencias significativas (p<0,005)

estan marcadas con un asterisco.

4.3.3.2 Produccion de tumores transplantables a partir de gliosferas generadas con el

tumor GEM S912

4.3.3.2.1. Deteccion de masa tumoral anémala en el animal S912

Durante el protocolo piloto descrito en el capitulo 1 (apartado 3.2.2), se detectd una
masa tumoral anémala en el animal S912 perteneciente a la colonia S y con un
genotipo S100pB -v-erbB /inK4a-Arf (+/-). Dicha masa y su seguimiento por imagenes

ponderadas en T, se pueden apreciar en la figura 4.11.

Se trataba de una masa circunscrita, con caracteristicas de hiperintensidad en T,y

localizada en el hipotalamo.
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5912

Figura 4.11: A) Seguimiento por IRM de la progresion tumoral del animal S912 a diferentes
dias (incluidos bajo la imagen) desde la deteccion de la masa hasta el sacrificio del animal, 62
dias después de detectar la masa tumoral. B) Imagen ponderada en T, de alta resolucion en
orientacion axial del animal S912 en el momento de la deteccion inicial (dia 1) de la masa
tumoral anémala. La masa andmala con caracteristica hiperintensa estaba localizada en el

hipotalamo y esta delimitada en la figura por una linea discontinua blanca.

Paralelamente a las exploraciones T, se realizé un seguimiento de la progresion
volumétrica de la masa tumoral que, a diferencia de los tumores generados tanto con
células GL261 como con gliosferas, presenté un crecimiento mucho mas lento (figura

4.12).
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Figura 4.12: Seguimiento de la progresion volumétrica tumoral del animal S912 desde el dia de
la deteccion de la masa tumoral hasta el dia de sacrificio del animal, alrededor de 62 dias de

evolucion (volumenes expresados en mm?®).

La captacion de contraste observada en las imagenes ponderadas en T, con
administracion de contraste indicaba ruptura parcial de la BHE (no homogénea en toda
la masa). El hecho de que la captaciéon de contraste se limite a una sola parte del
tumor indica un comportamiento heterogéneo en éste, presentado posiblemente areas

de transicién entre grado alto y bajo-intermedio (figura 4.13).

PRE
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Figura 4.13: IRM ponderada en T4, (pre- y post- administracion de contraste, asi como la
sustraccion de dichas imagenes “resta”) en orientacion axial del cerebro del animal S912,
adquirida a 7T y 32 dias después de la deteccion del tumor. La flecha negra sefiala la zona de
captacion de contraste. Comparar con la masa anémala total visible en imagenes ponderadas

en T,en la figura 4.11.

Con relacion a los analisis de IERM-PM, los mapas de color generados a partir del
procesamiento de dichos estudios con DMSO (figura 4.14C) evidenciaron la presencia
de un “hot spot” de acumulacién tras 88 minutos desde su administracion. Este hot
spot estaba localizado fuera de la zona aparente de anormalidad T, para la masa
tumoral el mismo dia de progresién (figura 4.14A). Observando la figura 4.11 de la
evolucién tumoral a lo largo de los dias, se puede comprobar que, en efecto, la masa
tumoral se expandio en la direccion inicialmente sefialada por el hot spot. Ademas la
(figura 4.13), del estudio de integridad de la BHE 32 dias después de la deteccion de
la masa tumoral, apunta a una superposicion del hot spot observado en el estudio

IERM-PM con DMSO y la zona donde se empezd a ver ruptura de la BHE.

152



CAPITULO 2:
Intento de generaciéon de un modelo murino de grado bajo transplantable de
tumor cerebral

A

Figura 4.14: A) VOI de adquisicion (cuadrado amarillo) para las secuencias IERM (12ms TE)
superpuesto a la imagen de adquisicién de referencia (Tow HR) en el animal S912, 30 dias
después de la deteccion del tumor B) VOI a mayor aumento, la linea punteada blanca marca el
limite de la masa anémala y los cuadros 1, 2 y 3 corresponden a los espectros SV extraidos de
la regiones de la matriz de IERM y que se exponen en D. C) Mapa en escala de color
codificando la diferencia [ver Delgado et al 2013] relativa en relacion al patrén pre-perturbacion
de la sefial de DMSO detectada en el VOI 88 minutos tras la administracion. D) Espectros de
las regiones marcadas como 1 (parénquima peritumoral/normal), 2 (tejido tumoral) y 3
(parénquima peritumoral) de la matriz expuesta en B, antes (espectro rojo) y 88 minutos
después de la administracion de DMSO (espectro en negro). Debido a inhomogenidades
intrinsecas del tejido, los espectros “2” presentan una calidad muy inferior respecto a los

demas.
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Los estudios de IERM-PM con glucosa, se realizaron con el fin de conocer el
comportamiento de las diferentes zonas del tumor y a efectos de comparacion con
espectros similares realizados a tumores de bajo y alto grado en nuestro grupo. Los
mapas de color generados a partir del procesamiento de los espectros IERM-PM con
glucosa (figura 4.15C) evidencian tan solo una discreta acumulacion de glucosa en la
region superior del tumor de manera parecida pero mas reducida, a lo que se
apreciaba en otros tumores investigados en trabajos previos del grupo [28]. Esta
acumulacion de glucosa se comprobd ser basicamente extracelular en estudios
previos de nuestro grupo [131]. Se puede especular que la hipotermia disminuye la
actividad de las proteinas y enzimas responsables de los procesos relativos al
transporte de glucosa, su fosforilacion y su consumo por la via glucolitica, causando
por este motivo el acumulo de glucosa fuera de las células tumorales. Un trozo de

tumor fue llevado para analisis histopatolégico y el diagnéstico fue oligoastrocitoma

anaplasico (grado llI).

A

Figura 4.15: A) VOI de adquisicién para la secuencia IERM (12ms TE) superpuesto a la
imagen de adquisicion de referencia (Tow HR) en el animal S912, 32 dias después de la
deteccion de la masa anémala. B) VOI a mayor aumento, la linea punteada blanca marca el
limite del tumor segun la zona de anomalia T,. C). Mapa en escala de color de la intensidad de

D-Glucosa a 3,4 ppm con TEC (12ms) tras 88 min de la administracion de ésta.
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4.3.3.2.2 Tumores generados a partir de gliosferas obtenidas con el tumor GEM

S$912

La exploracion rutinaria de los 30 animales implantados con gliosferas dejo en
evidencia la heterogeneidad del grupo en relacion a la latencia del desarrollo tumoral.
Ello nos llevé a plantear la division de este grupo en 3 subgrupos como se recoge en
la tabla 4.1. Esta subdivision se hizo teniendo en cuenta el momento de deteccién
inicial por IRM de masa anémala de volumen igual o superior a 5 mm?®. Asi cuando ello
se produjo dia 10 se considerd un “crecimiento normal” mientras que cuando ello se

dio a dia 20 se considerd una “latencia larga”.

Grupo Numero de animales
1. Crecimiento normal 9
2. Latencia larga 7
3. Sin tumor 14

Tabla 4.1: Numero de animales asignados a cada subgrupo de crecimiento, en el grupo de

animales implantados con gliosferas obtenidas del tumor GEM S912.

Grupo 1: “Crecimiento normal”

De los 30 animales implantados solo 9 animales presentaban una masa detectable
por IRM ponderada en T, en la primera exploracién a dia 10 p.i (coincidentemente
todos los animales pertenecian al grupo que se implant6 en el segundo dia de los 3 de
generacion del modelo). Esta primera exploracién se realizé el dia 9 post-implantacion,
siendo el ultimo dia de exploracion variable en funcidon de la supervivencia de los
animales (figuras 4.16 y 4.17). Las exploraciones se llevaron a cabo cada 3 dias.
Estos animales fueron clasificados dentro del grupo 1 de “crecimiento normal”

(presentan una evolucion temporal similar al tumor de origen, siendo la deteccion de la
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masa andmala inicial 9-10 dias después de la inyeccién estereotactica). La evolucién

de la masa tumoral y sus caracteristicas por IRM se puede observar en la figura 4.16.

G1-5912

DIA9 DiA 12 DIiA 15 DiA 18 DiA 21 DIA 24

DiA 28 DiA 32 DIiA 34 DIA 39

Figura 4.16: Seguimiento de la progresién volumétrica tumoral en el animal G1-5912'
perteneciente al grupo 1 “Crecimiento normal”. IRM ponderada en T, en orientaciéon axial

adquirida a 7T a distintos dias post-implantacion (indicado bajo cada imagen).

1 . .z " .

Nomenclatura acordada para la primera generacion de tumores derivados de gliosferas. G1
identifica el nimero de referencia del animal de la serie de disgregacion y $912, el animal que dio
origen a esta serie.
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Figura 4.17: A) Seguimento de la progresién tumoral volumétrica a diferentes dias post-
implantacion de las gliosferas (volimenes expresados en mm? para animales del grupo 1,
“crecimiento normal”). La ultima exploracion corresponde al dia de sacrificio del animal. B)
Curva de evolucion conjunta del crecimiento de tumores generados a partir de gliosferas
obtenidas a partir del tumor GEM S912 (grupo 1), en 9 animales. Los puntos del grafico
representan la media del volumen de los tumores en cada punto temporal del seguimiento, y
las barras verticales muestran la desviacion estandar de dichos animales. El seguimiento

terminé con el sacrificio de los animales segun protocolo detallado en el anexo 2. Algunos
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puntos temporales no presentan barras de SD dado que el nimero de animales explorados era

inferior a 3. La n representa el numero de animales explorados en cada punto temporal.

Grupo 2 “latencia larga”

Del grupo de animales que se exploraba con regularidad cada 3 dias, un segundo
subgrupo de 5 animales presentdé masa tumoral a partir de los 18+3 dias post-
implantacién. Este grupo de animales presenté un crecimiento distinto al del grupo 1
mencionado anteriormente, presentando un crecimiento pseudo-bimodal, lento al
comienzo del desarrollo de la masa tumoral, pero, a partir de cierto punto temporal
dicho crecimiento se aceleré. La figura 4.18 presenta un ejemplo de evolucién del
crecimiento de la masa andémala en el animal G10-S912 a distintos dias post-
implantacién. En la figura 4.19A se muestra el seguimiento del volumen tumoral en los
animales del grupo 2, y en la figura 4.19B podemos observar la evolucién volumétrica

promedio del grupo 2.
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G10-5912

Dla a5 Dl a9 Dia 53

Figura 4.18: Seguimiento de la progresion volumétrica tumoral en el animal G10-S912
perteneciente al grupo 2 (“latencia larga”). IRM ponderada enT, en orientacion axial adquirida a

7T a distintos dias post-implantacion (indicados bajo cada imagen).
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Figura 4.19: A) Seguimiento de la progresion tumoral volumétrica (valores individuales
expresados en mms) a diferentes dias post-implantacién, para animales del grupo 2. La ultima
exploracion corresponde al dia de sacrificio del animal. B) Curva de evolucién conjunta del
crecimiento de tumores generados a partir de gliosferas obtenidas a partir del tumor GEM S912
(grupo 2), en 7 animales. Los puntos del grafico representan la media del volumen de los
tumores en cada punto temporal del seguimiento, y las barras verticales muestran la desviacion

estandar de dichos animales. El seguimiento terminé con el sacrificio de los animales. Algunos
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puntos temporales no presentan barras de SD dado que el nimero de animales explorados era
inferior a 3. Entre paréntesis, se recoge el nimero de animales explorados en cada punto

temporal.

Por otra parte, la figura 4.20 presenta conjuntamente la evolucién de los tumores del
grupo 1 + grupo 2, teniendo en cuenta como el dia de inicio de la cinética el primer dia

de la deteccion de la masa andémala por IRM.

300 -

250 -

200 -

150 - —&—Grupo 1: Normal

Volumen tumoral (mm3)

—o— Grupo 2:
Latencia larga

100

50

0 T T T 1
1 11 21 31 41 51

Dias después de observar la masa tumoral por primera vez

Figura 4.20: Evolucién tumoral volumétrica a partir del dia en que se observa la masa tumoral
por primera vez (volimenes expresados en mm3) para animales del grupo 1 (en negro) y el
grupo 2 (en rojo) derivados del S912. El dia “1” representa la primera vez que se observa una
masa tumoral, que ha sido variable en los distintos grupos de animales (ver figuras. 4.17 y

4.19).
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Grupo 3: Animales que no presentan aun masa tumoral:

El grupo restante de 14 animales que no desarrollaron masa tumoral, se explord cada
15 dias durante 6 meses sin deteccion de ninguna masa anémala en la exploracion
por IRM. Dichos animales seguiran siendo evaluados por nuestro grupo durante un
periodo maximo de 12 meses, periodo en el que aun podrian aparecer tumores como

se describe en [149].

Finalmente se realizd una comparacion de la supervivencia promedio de los diferentes
estudios realizados en este capitulo. Y encontramos que no habia diferencias
significativas de supervivencia promedio segun las curvas entre los distintos grupos,
excepto por el grupo de latencia larga que presento diferencias significativas (p= 0,02)

con respecto a los otros grupos. Figura 4.21.
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Figura 4.21: Curvas de Kaplan-Meier de superviviencia promedio para los diferentes estudios

realizados en este capitulo.

4.3.4 Estudios de integridad de la BHE (administracién de contraste)

Entre los estudios IRM realizados con los grupos 1y 2 de tumores derivados del GEM
S912, se encuentran los estudios de IRM con secuencias T,,-CE tras administracion
de contraste para comprobar la integridad de la BHE. La captacion de contraste en las
imagenes ponderadas en T, implica ruptura de la BHE y por lo tanto sugiere presencia
de grado tumoral mas elevado. Un alto porcentaje de animales en este estudio

conservo la BHE intacta hasta que el tumor presenté un volumen entre 70 y 80 mm>.
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No obstante, después de superar este volumen la mayoria de animales presentaron la

BHE rota como se puede observar en las figuras 4.22 y 4.23.

Se decidid, entonces, estratificar aleatoriamente las fases de evoluciéon tumoral en 3

estadios:

A) Estadio temprano con un volumen < 50mm?®
B) Estadios intermedios cuando el tumor presentara un volumen entre 50-80mm?

C) Estadio tardio que presentaba un volumen > 80mm?

Como se puede observar en la figura 4.22, en los estadios tempranos solo un 23% de
los tumores analizados presentan comprometimiento de la BHE. Esto es un cambio
relevante en relacion con el tumor GEM que le dio origen, dado que éste no
presentaba captacion de contraste en sus estadios tempranos. Cabe recordar que la
disgregacion se realizé con el tumor S912 al dia 62 en que la BHE ya estaba rota (ver
figura 4.13). El crecimiento y avance de la progresiéon tumoral cambia radicalmente el
panorama y en el estadio intermedio, en otros casi 70% de los animales se evidencia
captacion de contraste en la exploracion correspondiente. Si lo sumamos al 23% que
inicialmente ya presentaba captacion de contraste, son 93% de los animales en total.
Solo un 7% de los animales permanece con la BHE intacta en un estadio tardio de

desarrollo.
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animal

69,2%
(9 animales)

BHE comprometida en estadios intermedios
B BHE comprometida en estadios tempranos
BHE comprometida en estadios tardios
Figura 4.22: Porcentaje de animales con la BHE comprometida observada a lo largo de las
exploraciones IRM, combinando los grupos 1 (n=9) y 2 (n=6), en distintos estadios de

progresion volumétrica segun se detalla en el texto.
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Figura 4.23: IRM ponderada en T, (pre- y post- administracion de contraste, asi como la
substraccion de dichas imagenes “resta”), en orientacion axial del cerebro del animal G2-S912,
adquirida a 7T A) a dia 28 post-implantacién, cuando el tumor presentaba un volumen tumoral
de 39,6mm?, B) a dia 43 post-implantacion, cuando el tumor presentaba un volumen tumoral de
141,2 mm?®. Observar el cambio evidente en la captacion de contraste en B con la progresion

de la masa tumoral.

La penetrancia total del desarrollo de los tumores fue de un 55,2%. De los 29 animales
(uno murié durante la implantacién y no sabremos si hubiera pertenecido al grupo de
los animales que generaban tumor) implantados con gliosferas generadas a partir del

tumor GEM S912, 16 de ellos desarrollaron masa tumoral (figura 4.24).

B Animales con tumor

H Animales aun sin tumor

Figura 4.24: Porcentaje de desarrollo de tumores en los 30 animales implantados con

gliosferas generadas a partir del tumor GEM S912.
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4.3.4 Estudios por ERM

Cuando las masas tumorales estudiadas alcanzaban el tamafo aproximado de 2 x 2 x
2 (mm)? se realizaron estudios por ERM SV, para analizar el patrén espectroscépico
de las masas tumorales y tener indicacion sobre el posible grado de los tumores. Las
figuras 4.25 y 4.26 presentan exploraciones ERM en uno de los animales que
presentaron tumor (G1-S912, perteneciente al grupo 1), en dos momentos distintos de
su progresion (18 y 39 dias post-deteccion de la masa andémala). Aparte del cambio
evidente volumétrico observado en las imagenes ponderadas en T,, se observa un

cierto cambio del patréon metabdlico debido a la evolucion del tumor.

Asi, los espectros del dia 39 (en comparacion con los del dia 18) presentan un
aumento del cociente Cho/Cr, un aumento de las sefales de lipidos moviles a TEC y
un aumento de la senal de lactato (observada con su caracteristico patrén de inversiéon
a 136ms), ver también tabla 4.2. La sefial a 2,02 ppm (NAC y macromoléculas
sefalado como “NAC” en las figuras 4.25 y 4.26) también sufre cambios: a dia 18
mantiene su cociente en relacion a la creatina, ademas de identificarse con claridad en
el espectro a 136ms indicando que gran parte de la senal observada se debia a NAC
debido a su relativamente largo T,. Por otro lado, a dia 39 esta caracteristica cambia, y
la sefal a 2,02 ppm se ve atenuada en su casi totalidad a 136ms, sugiriendo que gran
parte de esta sefial ahora se debe a macromoléculas y/o lipidos méviles que poseen

un T, muy corto y el NAC practicamente no se encuentra presente.
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Cre NAC
Talu / | [_ac/ ML

.-
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-
-

Figura 4.25: Izquierda, imagen de alta resolucién ponderada en T, del animal G1-S912, a 18
dias post implantacion. El voxel utilizado en los estudios ERM se representa en el recuadro
rosa. A la derecha, se muestran los espectros A) TEC adquirido a 12 ms, B) TEL adquirido a
136 ms, en el rango de 0 a 4,2 ppm con los metabolitos mas representativos marcados con las

abreviaturas usadas en esta tesis.
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Figura 4.216: Izquierda, imagen de alta resolucion ponderada en T, del animal G1-S912, a 39
dias post implantacion. El voxel utilizado en los estudios ERM se representa con el recuadro
rosa. A la derecha, se muestran los espectros A) TEC adquirido a 12 ms, B) TEL adquirido a
136 ms, en el rango de 0 a 4,5 ppm con los metabolitos mas representativos marcados con las

abreviaturas usadas en esta tesis.
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Dia 18 [n=8) Dia21{ n=8) Dia 40 [n=8) GL261 (n=8)
GRUPO 1 fedia 50 Fedia 50 fedia 5D Media [SD
Cho/Cr 138 0,33 1,65 0,12 1,90 011 2,03 0,30
TEC MLfCr 0,34 0,09 0,62 0,08 0,24 0,00 2,39 0,71
MAASCr 0,63 0,08 0,95 0,10 1,85 0,08 2,03 0,54
Cho/Cr 1,35 0,20 1,82 0,30 4,39 3,29 3,45 1,13
Lac/Tau -0,45 0,26 0,18 0,04 -0,01 0,01 -5,07 1,61
TEL  |NAASCr 0,68 0,73 Q0,74 0,08 0,83 0,02 0,97 0,24
Dia 35-42 (n= 7)
GRUPO 2 Media 50
Cha/fCr 1,08 0,52
TEC MLICr 0,16 0,27
MARSCr 1,75 1.04
ChofCr 088 | 145
Lac/Tau 0,21 | 1,40
TEL  [NAAfCr | 087 | 047

Tabla 4.2: Promedio de los cocientes de los principales metabolitos analizados para animales
del grupo 1, los dias 18, 21 y 40 post-implantacion, para el grupo 2 35-42 dias post-

implantacion y animales implantados con células GL261.

Cuando todos los espectros de los tumores de los ratones del grupo 1 y 2 ya se
habian adquirido, se calculd (ver seccion 3.2.2.1.3 del capitulo 1) un espectro
promedio con los datos de los tumores de los animales del grupo 1 en los dias 18 y 21
post-implantacion. En el momento de dichas adquisiciones MRS, la BHE aun no
estaba comprometida y tampoco se habian observado cambios fuertes en el patrén
espectral a TEC y TEL. Sin embargo comparandolos con los valores para parénquima
cerebral de wt (tabla 3.5) se observaron alteraciones en los cocientes, a TEC por
ejemplo Cho/Cr (de 0,9 en wt a 1,38-1,65 en el grupo 1) y NAA/Cr (de 1,04 en wt a
0,63-0,95 en el grupo 1). El mismo tipo de adquisicion se llevo a cabo el dia 40 post-

implantacion (momento en el cual se observaba ruptura evidente de la BHE) y
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entonces si se evidencio un cambio claro en el patrén espectral, como es el aumento

del cociente Cho/Cr, asi como una clara disminucién en la sefial de NAC a TEL (figura

4.27), compatible con una posible progresién del grado tumoral.
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Figura 4.27: Espectros promedio(x SD en gris) a TEC (A) y TEL (B) obtenidos de los tumores
generados a partir de gliosferas obtenidas del tumor GEM S912 en los estudios de ERM a 18,

21 y 40 dias post implantacion. Todos los animales pertenecen al grupo 1 (n=9).

Los espectros promedio también se calcularon para los animales pertenecientes al
grupo 2. Como estos animales presentaron un crecimiento tumoral heterogéneo (por lo
que su SD es bastante amplia), los espectros fueron adquiridos una sola vez entre los
dias 35 y 45 post-implantacion a los tiempos de eco TEC y TEL (figura 4.28), estos
espectros podrian ser comparables a los realizados el dia 40 al grupo 1 ya que
ademas de haber sido adquiridos en puntos temporales similares presentan
caracteristicas espectrales parecidas como un cociente Cho/Cr elevado, asi como una
clara disminucion en la senal de NAA/NAC en el TEL. En el momento en el que se
adquirieron, los espectros 5 de los 7 animales presentaban comprometimiento de la

BHE, lo que sugeriria un grado tumoral avanzado.

Especiio Premedio TEC Goupe ¥ 5.0, 5ppm Especire Promedis TEL Grope ¥ 50, %pm

g | Cho

s Lac/ ML Cre
’:l'ltl MNAA Lac/ ML

21 | l
N JL.,;lI |' \’J/\J A : Ukw“/

]

risrmidad Normalgada

009

PPmM PPmM

Figura 4.28: Espectros promedio (+ SD en gris) a TEC (A) y TEL (B) obtenidos de tejido

tumoral en los estudios de ERM. Todos los animales pertenecen al grupo 2 (n=7).
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4.3.5 Estudios por IERM

En cuando a los estudios de IERM-PM con DMSO se ilustra como ejemplo el caso G1-
S912 que pertenecia al grupo 1 a 33 dias post-implantacion. En este caso el acumulo,
0 hot spot, de DMSO coincide con la zona interna del tumor aunque se observan
también pequefios acumulos en zona peritumoral (figura 4.29). En este punto
temporal, el tumor aun no presentaba la BHE comprometida. Con la perturbacion por
administracion de glucosa, se obtienen resultados de hots spots diferenciales segun el
tiempo de eco estudiado. Los datos a TEC no sugieren acumulacion dentro de la zona
tumoral, sino que indican cierto acumulo en la periferia del tumor (figura 4.30). Aunque
hay que tener en cuenta que los extremos de la malla de espectros IERM presentan
una SNR mas deficiente y los valores altos aislados vistos en el mapa de color podrian
deberse a ello. Los datos adquiridos a TEL, enfocados a la acumulacion de lactato que
indican una potencial aumento de este en el interior del tumor lo que sugiere una
capacidad de metabolizacién de glucosa por via anaerdbica con consecuente

produccién de lactato aumentaba durante la hiperglicemia transitoria.
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Figura 4.229: A) VOI de adquisicion (cuadrado amarillo) para las secuencias IERM (14ms
TEC) superpuesto a la imagen de adquisicion de referencia (Tow HR) en el animal G1-S912 a
33 dias post-implantacion. B) VOI a mayor aumento: la linea punteada negra marca el limite
tentativo de la masa anémala y los cuadros 1 y 2 corresponden a los espectros SV extraidos de
las regiones de la matriz de IERM y que se exponen en D). C) Mapa en escala de color
codificando el cociente entre el patron pre y post perturbacion de la sefial de DMSO detectada
en el VOI 88 minutos tras su administracion. D) Espectros de las regiones marcadas como 1
(parénquima no afectado/normal) y 2 (masa andmala) en la matriz expuesta en B, antes

(espectro rojo) y 88 minutos después de la administracion de DMSO (espectro en negro).
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Figura 4.30: VOI de adquisicién para la secuencia IERM (12ms TE) superpuesto a la imagen
de adquisicion de referencia (Tow.HR) en el animal G1-S912 39 dias post-administracion. B)
VOI a mayor aumento, la linea punteada negra marca el limite del tumor. C) y D) Mapas en
escala de color de la intensidad de D-Glucosa a 1,3 ppm a TEC 12ms y TEL 136ms tras 88 y

66 min respectivamente de la administracion.

Los espectros de la malla IERM-PM adquiridos en el VOI de todos los animales
estudiados fueron utilizados para calcular mapas de acumulacién de DMSO Anexo 5,
los cuales mostraron claros “hots-spots” de acumulacion de este en el interior del
tumor, en comparacion con el parénquima cerebral normal. Se optd por priorizar esta
técnica de perturbacion, dado que resultados preliminares de nuestro grupo [148]
sugieren que posiblemente esta acumulacién visible de DMSO es indicativa de
cambios en la composicion y comportamiento del tejido tumoral detectados de manera
muy temprana. Es de suponer que tales cambios puedan senalar diferencias entre
zonas del tumor en cuanto a su probable evolucion e, incluso, potenciales diferencias
en la respuesta si este tumor recibiera tratamiento, por ejemplo. La maxima
concentracion aparente de acumulo de DMSO fue detectada en el minuto 88 post
inyecciéon en todos los casos, y se puede observar una clara acumulacién del
compuesto predominantemente en el interior del tumor como se describe en [26,7]
aunque en algunos casos se puede observar cierta acumulacion en zonas
peritumorales, fuera de la linea de definicion anatomica del tumor (ej. G7-S912 animal
perteneciente al grupo 1). En sus estudios por ERM, este animal presentd un patrén
espectral de tumor de alto grado, con un cociente Cho/Cr muy elevado, una sefal de
NAC disminuida y presencia de lipidos méviles. Imagenes posteriores de estudios IRM
demuestran que en la zona de hot spot peritumoral hay comprometimiento de BHE, lo
que cuadraria con grado alto para estas zonzas y este estadio de la progresion del

tumor.
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4.3.6 Estudios histopatolégicos

Un total de 11 muestras de los 16 animales que desarrollaron tumores generados con
gliosferas del tumor GEM S912 fueron reservadas para diagndstico histopatologico. Esto
fue debido a que las otras 5 muestras fueron congeladas y reservadas para futuras
nuevas generaciones de gliosferas. Las 11 muestras tuvieron el mismo diagnéstico
histopatoldgico original del animal GEM (oligodendroglioma anaplasico, grado Ill). En
algunas muestras, ademas, se hicieron estudios con marcadores inmunohistoquimicos de
diferentes tipos: Glia reactiva (GFAP) el cual detecta presencia de astrocitos y Oligo 2
para componente oligodendroglial (Tabla 4.3). Los tumores estudiados eran
heterogéneos y presentaron dos zonas: una de grado Il, caracterizada por presentar
proliferacién neoplasica circunscrita de células isomorfas y otra con proliferacion de
células de la glia reactiva con GFAP positivo y de grado Ill. Los tejidos estudiados
mostraron pleomorfismo moderado, anisocariosis, pocas mitosis, células neoplasicas
creciendo en patron en forma de panal y vasos sanguineos de forma y distribucion
irregulares con hiperplasia endotelial. Ademas se observaron poblaciones de células
neoplasicas pleomoérficas con evidente atipia nuclear, anisocariosis y citoplasmas
eosindfilos creciendo en grupos, en las regiones de transicién de grado Il a lll, en la que
el componente vascular era mas prominente. Como podemos ver en la figura 4.31, la

masa anémala que se muestra seria muy positiva para oligo 2 y menos para GFAP.

ID Tumor por HE IHQ: Olig2 i GFAP
S912 Oligoastrocitoma anaplasico Oligoastrocitoma anaplasico (grado Ill)
G2-S912 Oligoastrocitoma anaplasico (grado Ill)
G3-5912
G5-5912
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G6-S912

G8-S912 Glioma poco

G9-S912 diferenciado/Oligodendrogliomd Muy picnético
G10-S912 (Grado 1) Oligoastrocitoma anaplasico (grado Ill)
G11-S912 Oligoastrocitoma anaplasico (grado lll)
G12-8912

G13-S912 Oligoastrocitoma anaplasico (grado lll)
G14-8912

Tabla 4.3: Diagnostico histopatolégico por hematoxilina-eosina (HE), para las 11 muestras de

tumor obtenidas a partir de los tumores generados de las gliosferas del tumor GEM, asi como los

obtenidos para algunos marcadores inmuno-histoquimicos.

Figura 4.31: Arriba imagen T,y-HR del animal G2-S912 a 43 dias post-implantaciéon en
orientacioén axial. Abajo, las diferentes tinciones realizadas con el tejido despues del sacrificio a

a dia 62, respetando la orientacion que se ve en la imagen in vivo.
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Identificacion genotipica:

Los datos obtenidos del genotipado del tumor de varios de los animales estudiados en
este capitulo (tabla 4.4) muestran que, 2 de ellos mantienen exactamente el mismo
genotipo del GEM original S912 (Tg/K+/-), mientras 2 de ellos progresaron a Tg/ko-/-,
es decir, se habria producido una pérdida de heterocigosis para Ink4A-Arf, lo que

estaria de acuerdo con una progresion hacia mayor agresividad.

ID ANIMAL GENOTIPO
S$912 Tg/ko +/-
G1-S912 Tg/ko -/-
G4-S912 Tg/ko -/-
G7-S912 Tg/ko +/-
G11-8912 Tg/ko +/-

Tabla 4.4: Resultados de la caracterizacién genotipica del animal GEM S912 y de 4 de los

animales generados a partir de éste.
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4.3.7 Clasificadores de animales generados a partir de gliosferas del animal GEM

S912, mediante IERM-PM con glucosa

A los animales a que se les pudo realizar estudios de IERM-PM con glucosa mediante
hiperglicemia transitoria en condiciones de hipotermia ligera (~30°C) [27,131], fueron
clasificados mediante el spectra classifier. v3.0 Para ello se utilizd un clasificador

desarrollado dentro del grupo para este tipo de estudios [28].

Los clasificadores fueron obtenidos con espectros adquiridos a TEC en hiperglicemia, con
cuatro variables seleccionadas mediante el sistema SFFS. Estas variables fueron: 1,28
ppm (lipidos moviles, lactato), 1,47 ppm (alanina), 2,14 ppm (glutamina/glutamato,

glutation), 3,56 ppm (mio-inositol, glicina, glucosa).

En la figura 4.32 podemos ver un ejemplo de los resultados obtenidos mediante el

spectra classifier. v3.0 con los animales generados a partir de gliosferas del tumor GEM

S912.

| ® Normal
# Glioblastoma
g OD2

Figura 4.32: De izquierda a derecha: imagen T,, HR de referencia para los estudios de IERM
llevados a cabo en el animal G2-S912; ampliacion del VOI de dichas secuencias con los limites
del tumor marcados con una linea blanca discontinua y mapa nosolégico de clasificacion de
cada voxel independiente extraido a partir del Spectra Classifier v3.9 (la leyenda se muestra a

la derecha).
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Aunque los resultados obtenidos con el Spectral classifier no fueron lo suficientemente
robustos, debido a que este clasificador no estaba entrenado para clasificar tumores de
grado lll, es posible que entrenando también para este tipo de tumores los resultados
obtenidos sean mucho mas robustos y nos permitan desarrollar clasificadores para
tumores cerebrales de grado Il en modelos preclinicos murinos basados en datos de
IERM, de una manera rapida y semi-automatica, utilizando un grupo de test

independiente para evaluarlos. Todo ello seria posible utilizando el software de acceso

gratuito Spectra Classifier v3.0 [138].

Aunque, como se mencioné anteriormente estos datos no fueron lo suficientemente
robustos, si se acercan bastante a los resultados obtenidos por histopatologia. Como
ejemplo el caso del animal G2-S912, que por histopatologia fue diagnosticado como
oligoastrocitoma anaplasico grado Ill con un componente astrocitico, lo cual se asemeja
mucho a los datos obtenidos mediante el Spectra Classifier, figura 4.32, donde podemos

observar 2 zonas con diferentes tipos tumorales.
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4.4 DISCUSION

Se han usado diversos modelos animales como describen Schold y Friedman [150],
para el estudio de la biologia de los tumores cerebrales y su respuesta a terapias

experimentales,

Asi, el modelo generado por Corbett et al [97] donde se inoculaban adenocarcinomas
de pancreas en animales C57BL/6 fue uno de los primeros modelos generados a partir
de tumores de bajo grado e intermedio (grado Il y Ill). Sin embargo, a lo largo de los
transplantes pasaron a producir metastasis, sugiriendo una progresion maligna.
Posteriormente se han realizado estudios de inyeccién estereotactica de gliosferas de
glioblastomas humanos en ratas inmunodeprimidas [151]. Dicho estudio se llevo a
cabo no solo para establecer un modelo ortotépico de tumor cerebral humano, sino
también para permitir la implantacion de esferoides generadas a partir de otros tipos
de tumores para modelar el crecimiento metastasico en un sitio biolégicamente
relevante, cerebro en su caso. Como resultado se obtuvo que la inyeccién de
gliosferas de 6 glioblastomas de diferentes pacientes produjo tumores en el 87,5% de

los animales de todos los pacientes por tanto excepto para uno [151].

Otros autores [152] generaron modelos de tumor cerebral a partir de biopsias de
gliomas humanos en ratas adultas donde los animales que desarrollaron tumor lo
hicieron después de 3 meses de la implantacion. En otros casos de inyeccion de
gliosferas se detectdé que aunque se obtuvo un resultado positivo en cuanto al
desarrollo de tumores, éstos no eran representativos de las lesiones del tumor del que

fueron originados [153].

Teniendo en cuenta dichos precedentes se consideré6 que crear un modelo

transplantable de tumor de bajo grado donde se pudiera estudiar su progresion
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mediante IRM/ERM/IERM podria ser de gran utilidad para el desarrollo de estrategias

de prondstico, diagnéstico tumoral y seguimiento futuro de respuesta a terapia.

Los intentos de generacién de tumores transplantables a partir de gliosferas, llevados
a cabo por otros autores, si daban resultados de interés en el caso de tumores de alto
grado aunque, como se menciona antes, no siempre se trataba de un crecimiento
rapido y algunas veces no recapitulaba las caracteristicas principales del tumor de
origen. Todos estos motivos nos llevaron a intentar generar nuestro propio modelo de
bajo grado a partir de un tumor desarrollado de manera espontanea por la colonia

GEM.

La puesta a punto del método en el grupo con gliosferas generadas a partir de tumores
GL261 [107] presentd un crecimiento y penetrancia similar a los tumores generados a
partir de células GL261 en cultivo estandar. Es decir, los animales con tumores
generados a partir de células GL261 en cultivo tuvieron una supervivencia promedio
de 24 dias y una penetrancia de 98%, mientras que en los generados con gliosferas
de células GL261 obtenidos de tumores frescos en esta tesis la supervivencia estuvo

alrededor de los 27 dias y su penetrancia fue del 95%.

Dicha reproducibilidad de resultados en comparacion con [107] también se observo
cuando se trabajé para preparar gliosferas con el tejido tumoral GL261 previamente
congelado. Esta era una puesta a punto importante porque no siempre es posible
trabajar con los tejidos en “fresco”, aun bajo riesgo que la congelacion/descongelacion
del tejido pueda destruir ciertos tipos celulares, actuando de cierta forma para

seleccionar una poblacion celular que formara finalmente las gliosferas.

La aplicacion de la técnica puesta a punto con los GL261 a un tumor GEM tuvo

claramente una penetrancia inferior y un periodo de latencia mas largo, lo que también
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fue descrito por otros autores en modelos similares, con periodos de latencia de hasta

8 meses-1ano en desarrollar tumores [149].

En este caso, y contrariamente a lo descrito en [153] el tumor si que recapituld el
tumor de origen, en cuanto a sus caracteristicas histopatolégicas que no presentaron

una evolucion en el grado, como se presento en la tabla 4.3 de resultados.

Con relacion al patrén espectral registrado en los estudios ERM, este presentd
similitud con lo ya detectado en los GEM y descrito en el capitulo 1. Por ejemplo, el
aumento del cociente Cho/Cr con la progresion tumoral. También presentd una
disminucion de las neuronas viables dentro del tejido tumoral, lo que lleva a su vez a
una disminucién de NAA [154,155]. Cosa que se reflejo en el patron espectroscopico
que presentaron los tumores generados a partir del animal GEM. Otra caracteristica
espectral asociada a los oligodendrogliomas humanos, también se observo en los
derivados del S912, es la elevada sefal de lactato y una cierta presencia de lipidos

moviles [156,157]. Ese hecho se dio en el 100% de los casos estudiados.

La vascularizacion es otra caracteristica de los tumores en general que esta asociada
a su grado de perfusion. En estadios iniciales, cuando se esta iniciando el proceso de
neovascularizacion, la BHE esta intacta, por lo que no se detecta captacion de
contraste. El avance de dicha neovascularizacion esta asociado al aumento de
malignidad y de agresividad bioldgica. Ademas, cambios locales como la secrecion
local de factores de crecimiento en respuesta a la hipoxia y Ila degradacion y
remodelacién de las macromoléculas extracelulares llevan al comprometimiento de la
BHE [129,158]. Los resultados obtenidos en nuestros estudios apuntan a que la
mayoria de tumores disgregados GEM (aproximadamente un 70%) presentaron
comprometimiento de la BHE cuando el tumor tenia un volumen entre 70-80 mm®,

indicando que este aumento del volumen también conllevd muy posiblemente un
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avance del grado tumoral. Por otro lado, el pequefio porcentaje de tumores que
presentaba captacion de contraste desde estadios muy tempranos de su crecimiento

sugiere cierta heterogeneidad en los tumores individuales, compatible por ejemplo, con

un tumor originario de grado lll en plena transicion entre grado bajo y alto.

Por otra parte las diferencias gendmicas encontradas en el 50% de las muestras
analizadas indican que estas no conservaron intacta la mutacion transgénica inicial
del GEM S912 dandose la pérdida de heterocigosidad para Ink4A-Arf. No obstante, y
por lo menos en esta primera generacion de tumores ello, no parecié afectar al

fenotipo tumoral que permanecio fiel al tumor de origen.

Los resultados de PE-MRSI con DMSO mostrados en el anexo 5, permitieron
confirmar la acumulacion diferencial de DMSO en el interior de los tumores OD llI,
derivados del GEM S912, de acuerdo a datos previos del grupo finalmente descritos

en [26].

En este momento se esta continuando con el desarrollo de tumores generados a partir
de gliosferas congeladas que fueron generadas a partir del tumor del animal S912. La
continuidad de éste trabajo por parte de nuestro grupo de investigacion sugiere que la
congelacion de tejidos y su posterior uso para la generacion de gliosferas puede
efectivamente causar una seleccion de la poblacion celular y llevar a un aumento de
grado. Dicho aumento no se detectd previamente (tumores GL261) por tratarse ya de

una linea celular de grado IV.
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4.5 Conclusiones relativas al capitulo del intento de establecimiento de una linea

transplantable de bajo grado a partir de un tumor GEM

1. Se ha puesto a punto el método de disgregacion tumoral, generacion de
gliosferas y produccion de nuevos tumores a partir de éstas, tanto para tejido
fresco como congelado.

2. Se ha conseguido establecer una generacion inicial de tumores a partir de un
tumor GEM de grado intermedio con una penetrancia superior al 50%. Aunque
dista aun del 100% deseado, ésta penetrancia es superior al 16,7% obtenido
con el desarrollo espontaneo GEM para la misma colonia. Se ha caracterizado
dicha linea transplantable por IRM/ERM/IERM (PM), estudios histopatolégicos
y caracterizacion genotipica.

3. Se observé la formacion de 3 subgrupos cuanto al tiempo de latencia de
aparicion de tumores en éste estudio, que pueden deberse a la propia
heterogeneidad tumoral o bien a cambios sufridos por el cultivo in vitro. Dicha
dispersion se debera tener en cuenta para futuros estudios en ésa tematica.

4. Aunque el tiempo de latencia en la aparicion del tumor varié entre subgrupos,
cuando dicho tumor se detectd, el tiempo de evolucion fue similar entre ellos, vy,
a su vez similar al del tumor de origen, lo que sugiere que las caracteristicas de
éste se conservaron bastante bien en la nueva linea transplantable generada.

5. Los datos sobre la integridad de la BHE en la linea transplantable indican
también un comportamiento similar al tumor GEM de origen (S912), con
presencia de captacion de contraste después de la evolucién del tumor a un
volumen superior a 25-30 mm?®, sugiriendo transicién de grado.

6. Los estudios con ERM no evidenciaron diferencias cualitativas entre el grupo 1
(latencia corta) dia 40 y los espectros promedio del grupo 2 (latencia larga),

como era de esperar, ya que se encontraban en puntos temporales desde la
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deteccién del tumor similares y la mayoria de los tumores presentaba

comprometimiento de la BHE, que fue reflejado en el patrén espectral con

caracteristicas de grado alto.

7. Enlos estudios IERM-PM con DMSO de los tumores originados por transplante

la mayoria de los hotspots observados se encontraban dentro de la masa

anomala, segun IRM ponderada en T, al contrario del tumor de origen donde,

inicialmente, el DMSO se acumulaba fuera de dicha masa anémala.

8. Los estudios histopatolégicos apuntaron a que hubo coincidencia entre el

diagnéstico del tumor de origen y los nuevos tumores generados a partir de

éste, confirmando el correcto funcionamiento del protocolo de disgregacion

llevado a cabo. Hasta donde tenemos constancia, no hay actualmente ninguna

linea transplantable o in vitro de tumor cerebral murino de bajo grado que se

encuentre disponible, y este desarrollo de una de grado intermedio, podria

suponer, un avance relevante en este sentido.

9. Los cambios genéticos observados en la mitad de la poblacion que se analizé

en los nuevos tumores (perdida de heterocigosidad) no son desdefiables y

deben ser tenidos en consideracion para estudios de la evolucion tumoral o

bien futuros estudios de respuesta a la terapia. Una caracterizacién genotipica

mas extensa de los tejidos en los individuos de nueva generacidon sera

necesaria para comprobar dichos cambios.
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5. CAPITULO 3: DESARROLLO DE UN METODO PARA EVALUAR EL

POTENCIAL DE NANOPARTICULAS COMO AGENTES DE CONTRASTE IN VIVO.

5.1 OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo de la tesis fue desarrollar un método sencillo de evaluacion
ex vivo del desempeino de nuevos compuestos (ej., nanoparticulas) como potenciales
agentes de contraste para su uso en la deteccién de tumores cerebrales, utilizando
cantidades minimas de material. Dicho método deberia emular mejor las condiciones
de un experimento real in vivo, en comparacién con los experimentos clasicos de

medicion de relajatividad in vitro.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Sintesis de agentes de contraste

5.2.1.1 Agentes de contraste positivo

Los agentes de contraste positivo evaluados en este capitulo consistieron en
diferentes preparaciones de gliconanoparticulas (GNP) (nanoparticulas con un nucleo
de oro, recubiertas por cadenas carbonadas de longitud variable unidas a quelatos de
gadolinio y sacarido, con un diametro de 1,8-4,5 nm). La estructura basica y el
contenido de gadolinio para cada tipo de GNP estan esquematizados en la figura 5.1 y
resumidos en la tabla 5.1. Todas ellas fueron sintetizadas por el personal del
Laboratorio de Nanomateriales Biofuncionales del CIC-Biomagune (LNB-CICBio) a
partir de una sal de oro, el ligando DO3A y un complejo “neoglico”. Se utilizaron dos
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métodos diferentes de sintesis para estos agentes: 1) método "directo”, tal como se
describe en [82] (GNPs A-E); 2) Método "intercambio de ligandos", Ligand Place
Exchange (LPE) tal como se describe en [159] GNPs E_1, E_2 y F-J). La estimacion

del contenido de gadolinio (Gd**) se llevé a cabo mediante espectrometria inducida de

plasma acoplado (ICP) como en [82].

(a) "Direct" synthesis (b) "Ligand-place exchange" synthesis

HOOC/\I‘l/)
HOOC” "N

HOOC/\ITI Hooc 84%
HOOC™ TN \\N N
Gd3+ \/‘
HOOG

N

=

n

Q S
moHs Au

n

LacCs-Au-DO3AC;;  GNP(A) GlcCs-AU-DO3AC1; GNP(E-1)
maltoseC41-Au-DO3AC; GNP(B) GlcCz-Au-DO3AC 11, GNP(F)
GIcC,-AU-DO3ACs  GNP(C) GlcCo-Au-DO3AC1; GNP(G)
GalC5-Au-DO3AC.  GNP(D) GlcC,-Au-DO3AC 1; GNP(H)
GlcCs-Aw-DO3AC,,  GNP(E) GlcC3-Au-DO3AC+; GNP(l)
GlcCs-Au-DO3AC; GNP(E-2)
Ga|C5'AU'D03AC11‘ GNP(J)

Figura 5.1: Representacion esquematica del quelato de Gd y brazos de sacaridos contenidos
en las (GNPs) estudiadas en esta tesis. El nucleo de oro (Au) esta recubierto con derivados de
Gd:DO3A y auto ensamblado con conjugados de polisacaridos. EL alcano de tiol se utiliza
como enlazador para unir los conjugados al nucleo de oro. Lac= lactose, Glc=glucose. Ver

también tabla 5.1.

189



CAPITULO 3:
Desarrollo de un método para evaluar el potencial de nanoparticulas como
agentes de contraste in vivo

Agentes de contraste %Gd 1,4T ry relajatividad 7,0Tr, % IRC % IRC
(smM)™(n=3) relajatividad postmortem in vivo**
Gd-GNP
(s"'mM™)(n=3) (n=3) (n=9)
(Glyco-Au-DO3A:Gd) °

LacC5-DO3AC11 (GNP(A)) 0,55+0,05 13,5+0,1 NM 209,5 + 4,1* NM
maltoseC11-DO3AC5 (GNP(B)) 0,73+0,04 6,6+0,2 NM 197,2 + 5,6* NM

T

O

o

% GIcC2-DO3AC5 (GNP(C)) 0,21+0,02 12,120,1 NM 159,7 + 5,3 NM

‘®

o

£

%
GalC5-DO3ACS5 (GNP(D)) 0,74+0,03 5,3+0,1 NM 141,2 + 8,0* NM
GlcC5-DO3AC11 (GNP(E)) 6,1£0,1 6,2+0,2 3,8+0,7 305,7 + 18,9* 123,8+3,8*
GlcC5-DO3AC11 (GNP(E_1)) 4,7+0,1 7,4+0,7 2,7+0,4 182,8 + 10,7* NM
GlcC2-DO3AC11 (GNP(F)) 3,4+0,2 7,1£0,9 2,9+0,0 185,44 + 17,2 NM

2]

(o]

2

S GIcC9-DO3AC11 (GNP(G)) 3,2+0,2 7,5+£0,6 1,6+0,2 168,7+ 7,74* NM

©

©

2

e}

E GlIcC7-DO3AC11 (GNP(H)) 4,1£0,2 7,1£0,9 1,6+0,4 143,6+ 8,0* NM

O

ks

£

g

P GIcC3-DO3AC11 (GNP(I)) 3,3+0,2 6,3+0,7 1,8+0,1 141,5+ 2,5* NM

Eﬁ

=

%

b s "

GIcC5-DO3ACT1 (GNP(E_2) 7,040,2 11,540,1 8,2+0,4 201,9+9,3 124,918,3
GalC5-DO3AC11 (GNP(J)) 5,0£0,2 8,1+0,3 4,6+0,2 169,1+14,1* NM
Gadoterate Meglumine 3.10%3 5d 2,1+0,4 236,7+ 8,3 113,1£2,5

Tabla 5.1: Lista de todas las GNPs estudiadas en este capitulo, incluyendo el porcentaje de

gadolinio contenido en cada una. Los valores de relajatividad (r1) a 1,4T y 7T, y de IRC se
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obtuvieron a 23°C (post-mortem) mientras las medidas in vivo a 37°C. a) Lacto= lactosa,

gluco=glucosa, galacto= galactosa, malto=maltosa.

C (numero) tras la nomenclatura del sacarido: longitud de la cadena carbonada que une el

glucido a la nanoparticula. DOTA= Gd:DO3a conjugado.

C (numero) tras DO3A= longitud de la cadena carbonada que enlaza el complejo de gadolinio a

la nanoparticula.

Las GNP: A-E fueron sintetizadas por el “método directo”, (“direct synthesis”) mientras que
GNP E_1, E_2 y F-J fueron sintetizadas por el “método de intercambio de ligandos”, (“Ligand

Place Exchange synthesis”) como se esquematiza en la seccion 5.2.1.

b) La GNP(E_2) fue obtenida de GNP(E_1) después de una incubacion adicional con el

complejo DO3AC11-Gd durante 44 horas como se describe en [159].

* p< 0.05 versus DOTAREM. a) y b) valores como en [82], b) valores como en [159] y d) [160]

** Valores de IRC (n=9 medidas independientes en 3 animales), medidos en el momento de

maximo aumento, dependiendo del AC estudiado.

El agente comercial de IRM DOTAREM (Gadoterate meglumine, Guerbet, Roissy,
France) fue usado como referencia para comparacion con los resultados obtenidos

con las diferentes GNPs.

5.2.1.2 Agentes de contraste negativos

Los agentes de contraste negativos evaluados en este trabajo consistieron en
diferentes SPIONs: nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de trietilenglicol
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(TEG) — o de acido dimercaptosuccinico (DMSA). Para los SPIONs recubiertos con
TEG, se utilizd el método de sintesis que se describe en [161] con ligeras
modificaciones, tal como se describe en [162] Las SPIONs recubiertas de DMSA se
obtuvieron a través de un intercambio de ligando a partir del SPION recubierto de
TEG, como fue descrito en [163]. Estos agentes fueron producidos por el personal del

Grupo de Superficies y Particulas Nanoestructuradas del Instituto de Nanociencia de

Aragén (NFP-INA), de la Universidad de Zaragoza.

El agente comercial SINEREM (ferumoxtran-10, Guerbet, Roissy, France) fue usado

como referencia para comparacion con los resultados obtenidos con los SPIONs.

5.2.2 Estudios de relajatividad in vitro

5.2.2.1 Estudiosa1,4 T

Se midieron los tiempos de relajacion T, (longitudinal) y T, (transversal) en diferentes
disoluciones de GNP (rango de 10 a 0,625 mg/mL de la nanoparticula) en agua MiliQ.
Las relajatividades fueron medidas a 23°C y 1,41 Tesla (T) en un equipo Bruker
minispec (MQ60) TD-RMN (Bruker Optik, Ettlingen, Alemania), por el personal de

LNBCICBIO, (San Sebastian Espafia).

Para las SPIONs, se prepararon 5 disoluciones diferentes en NaCl a 0,9% conteniendo
entre 0 y 1 mM de hierro cada una. Las medidas de T4y T, se llevaron a cabo en un
equipo Bruker minispec, MQ 60 (Bruker Optik, Ettlingen, Alemania) a 23°C y1,41T en

el NFP-INA, (Zaragoza, Espaia).

Los valores de T4 se determinaron utilizando el método de inversion-recuperacion (IR)

y los de T, utilizando la secuencia Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). Para los
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calculos de T, y T, Ilos valores obtenidos fueron ajustados a una curva

monoexponencial. Se realizaron tres mediciones independientes de T4 y T, en todas

las muestras.

Las relajatividades r1 y r2 se obtuvieron a partir de las pendientes de las curvas 1/T1y

1/T2 frente a la concentracion de Gd*>* o Fe expresada en mM.

5.2.2.2 Estudios a 7T

Para este estudio, se utilizaron para las GNPs cuatro soluciones con concentraciones
diferentes de estas y Gadoterato de Meglumina en solucion salina (NaCl 0,9%).Dichas
concentraciones oscilaron entre 0,125 y 1 mM en gadolinio. Se disefid un phantom
utilizando tubos capilares inmovilizados en plastilina (diametro interno del capilar 1,5
mm) para las soluciones de las GNP. Para los estudios con los SPION se utilizaron 4
soluciones diferentes en concentraciones de 0,08 a 0,64 mM en hierro. Se disefid un
phantom utilizando tubos plasticos (diametro interno de 3 mm) posicionados en una

espuma de polietileno.

Todos los estudios (relajatividad in vitro, estudios ex vivo e in vivo) se llevaron a cabo en
un iman horizontal de 7T (BioSpec 70/30, Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania) instalado
en la Plataforma Tecnolégica de Aplicaciones Biomédicas de la Resonancia Magnética
Nuclear conjunta de la UAB y del Centro de Investigacion Biomédica en Red en
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN). Los experimentos in vivo y
de relajatividad a 1,4T fueron llevados a cabo a una temperatura de 37°C, mientras los
experimentos ex vivo y de relajatividad a 7T se realizaron a la temperatura de 23°C,

esencialmente con los parametros ya descritos en el apartado 3.2.2.1.
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Todos los estudios se iniciaron con una secuencia ponderada en T, (Rapid Acquisition
with Refocused Echoes, RARE), echo train length, 8; campo de vista (FOV), 19,2 x 19,2
mm; matriz (MTX), 128 x 128 (150 x 150 um/pixel); nimero de cortes (NS), 14 (coronal) /
7 (sagital) y 5 (axial); grosor de cada corte (ST), 1 mm; espacio entre cortes (Gap)

1,1mm; TR/TE, 2000/36ms; numero de promedios (NA), 1; tiempo total de adquisicion

(TAT), 24s.

Después de estas secuencias iniciales para localizacion de la zona de interés, los
estudios de relajatividad (mapas de T, y T,) se llevaron a cabo con los siguientes

parametros:

A) Estudios de relajatividad con las GNPs

Para los mapas de T4, se adquirié una secuencia RARE, FOV, 7,0 x 3,5 mm; matriz
(MTX), 512 x 256 (13,7 x 13,7 pym/pixel); numero de cortes (NS), 1; grosor de cada corte
(ST), 1 mm; TE, 30 ms; los TRs utilizados fueron los siguientes: 75/ 150 / 300 / 600 /1200
/ 2400 y 4800 ms; numero de promedios (NA), 2; tiempo total de adquisicién (TAT),

20min.

Para los mapas de T,, se adquirié una secuencia Multi-Slice-Multi-Echo (MSME); FOV,
7,0 x 3,5 mm; (MTX), 512 x 256 (13,7 x 13,7 ym/pixel); (NS), 1; (ST), 1 mm; TR, 4800
ms; los TEs utilizados fueron los siguientes: 20/40/60/80/100/120/140/160 /180

/200/220/240/260/280/300/320/340/360/y 400 ms; (NA), 2; (TAT), 1h 16min.

B) Estudios de relajatividad de las SPIONs recubiertas con TEG/DMSA

Para los mapas de T+, se adquirié una secuencia RARE, FOV, 30 x 45 mm; (MTX), 128 x
128 (234 x 352 um/pixel); (NS), 3; (ST), 2 mm; TE, 7,5 ms; los TRs utilizados fueron los
siguientes: 300, 500, 900, 600, 1500, 2800, 4200, 8000 y 15000 ms; (NA), 1; (TAT),

34min 24s.
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Para los mapas de T,, se adquiri6 una secuencia Multi-Slice-Multi-Echo (MSME); FOV,
30 x 45 mm; (MTX), 256 x 128 (117 x 352 pm/pixel); (NS), 3; (ST), 2 mm; TE, 8.500 ms;
los TRs fueron de acuerdo a la siguiente lista 8,5/ 17 /25,5/34/425/51/59,5/68/
76,5/85/935/102/110,5/119/127,5/ 136/ 144,5/ 153/ 161,5/170/ 178,5/ 187 /

195,5/204/212,5/221/229,5/238/246,5/y 255 ms; (NA), 1; (TAT), 8min 10s.

Las relajatividades r1 y r2 se obtuvieron a partir de las pendientes de las curvas 1/T1y

1/T2 frente a la concentracion de Gd*" o Fe expresada en mM.

5.2.3 Modelos animales

Los animales utilizados en estos estudios fueron animales control C57BL/6, entre 20-
25¢g de peso. Todos los animales C57BL/6 fueron obtenidos del laboratorio Charles
River (Francia) y estabulados en el Servei de estabulari de la Universitat Autonoma de

Barcelona (UAB).

Para los estudios ex vivo se utilizé un total de 12 animales (uno por cada AC). Para los

estudios in vivo, se utilizé un total de 9 animales (n=3 para cada AC).

Las células de glioma de raton GL261 fueron obtenidas de la misma fuente y utilizadas
de la misma manera descrita en la sesion 4.2.1. Los tumores fueron inducidos (n=9)
por inyeccion estereotaxica de células GL261, como se describe en el capitulo 2,

apartado 4.2.3.

Todos los estudios fueron llevados a cabo de acuerdo con los protocolos aprobados
por la institucién local (comité de ética animal) y la legislacién regional (CEEAH 1176 y

1178).
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5.2.4 Estudios por IRM

Todos los estudios se iniciaron con imagenes en T, de alta resolucion adquiridas a partir
de tres secciones horizontales del cerebro con el objetivo de tener una buena
caracterizacion morfolégica del tejido investigado. Para este propdsito, se utilizé una
secuencia RARE con los siguientes parametros: FOV, 17,6x17,6 mm; MTX, 256x256

(69x69 um / pixel), NS, 3, TR/ TE: 3000/36 ms, NA; 4, TAT; 4 min 48 s.

5.2.4.1 Estudios ex vivo

5.2.4.2 Puesta a punto de las cantidades de AC convenientes para los estudios

ex vivo.

Las cantidades finales con las que se realizaron los estudios ex vivo para cada uno de
los AC, tanto positivos como negativos, se establecieron después de realizar ensayos
previos con diferentes concentraciones. La finalidad de estos ensayos era encontrar la
manera de utilizar la menor cantidad de AC, pero que aun produjera un incremento
visible de contraste. Estas pruebas fueron hechas con los agentes comerciales
gadoterato de meglumina (para los agentes de contraste positivo) y Ferumoxtran (para

los agentes de contraste negativos).

La optimizacion de los AC positivos se hizo con el método de 1 punto de inyeccion,
escencialmente como se describe en el capitulo 2 seccion 4.2.3, mientras que los AC
negativos se optimizaron con el método de 3 puntos de inyeccion (ver apartado

5.2.4.3).
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Para la evaluacion de los AC positivos, se realizd una adquisicion de las imagenes
ponderadas en T4 utilizando las mismas secciones axiales descritas previamente
(apartado 5.2.2.2). Para ello, se utiliz6 una secuencia MSME, FOV 17,6x 17,6 mm,;
MTX, 128x128 (138x138 um/pixel), TR/TE, 350/8,5 ms; NA, 1, nimero de repeticiones
(NR), 15; TAT, 11 min. Para el analisis de los AC negativos, se adquirieron imagenes
ponderadas en T, con las mismas secciones axiales descritas en el apartado 5.4.4.2.

Para ello, se llevd a cabo una secuencia RARE con: FOV 17,6x 17,6 mm; MTX,

256x256 (69x69 pum/pixel), TR/TE, 4000/12 ms, NA, 1, (NR), 1; TAT, 3 min 12 s.

Antes de la adquisicidon de estas secuencias, los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital sédico intraperitoneal (200 mg/kg), y luego inmovilizados
sobre un soporte estereotaxico. La administracion de contraste se realizd por inyeccion
estereotaxica, de la misma manera que la generacién de tumores descrita en el
capitulo 2 apartado 4.2.3., excepto que la suspensién celular se sustituyé por la

solucion del agente de contraste a ser evaluado.

Los AC utilizados para los estudios ex vivo se disolvieron en solucion salina (NaCl al
0,9%), teniendo en cuenta la estimacion de gadolinio o contenido de hierro
previamente determinado (Tablas 5.1 y 5.2), con el fin de lograr soluciones de las
concentraciones necesarias del metal deseado. La cantidad utilizada finalmente para
cada animal fue de 5 nmol de Gd que se disolvieron en 4l de solucion salina (en caso
de los ACs positivos) y 8,2ng de hierro disueltos en 4yl de solucion salina (en caso de
los ACs negativos). Una solucion comercial de gadoterato de meglumina fue utilizada
como referencia para comparar el incremento de contraste obtenido con las GNPs y
un AC comercial basado en 6xido de hierro (Ferumoxtran -10 ® Guerbet, Roissy,
Francia) fue utilizada como referencia para las SPIONs. Estos datos fueron

corroborados mediante mediciones de incremento de contraste de cada uno de los
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slices que formaban parte del tumor, haciendo un promedio de los valores obtenidos y

los resultados fueron muy similares.

Agente de Fe (mg/ml) | Relajatividad (s'mM™) | Relajatividad (s'mM™") | % IRC ex
contraste vivo
n=1 r2a1,4T7 r27,0T
n=3
n=3 n=3
Ferumoxtran-10 21 66,1+0,3 63,5%£16,2 -31,8 £
5,4
TEG (SPION1) 0,91 48,00,7 67,7+4,2 2393 +
11,0
DMSA 0,72 119,6+2,5*** 15,242,6** 38,7 +
(SPION2) 8,2*

Tabla 5.2: Lista de todos los SPIONs utilizados en esta tesis y su respectiva concentracion en

hierro. Valores de relajatividad a 1,4T y 7T e IRC obtenido con las medidas ex vivo.

* p<0.05 versus Ferumoxtran

**p<0.05 versus TEG and Ferumoxtran

***p<0.05 versus TEG
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5.2.4.3. Puesta a punto del método de tres puntos de inyeccién:

Inicialmente, se llevaba a cabo unicamente un solo punto de inyeccion en cada animal,
de modo que para obtener n=3 para cada agente de contraste, se recurria a la
utilizacion de muchos animales. Para tratar de reducir este niumero, se puso a punto el
método de inyeccion de tres puntos consecutivos a lo largo de la linea media, que

luego se utilizé6 de manera regular para los diversos AC.

Los 3 puntos de inyeccion en cada lado se administraron con las siguientes
coordenadas en mm de Bregma: a) -2,32 X, -0,10Y,-3,85Z,b)-2,32 X, -1,50, -3,85
Z,C)-2,00 X,-4,5Y,-3,85 Z. Todo el proceso de inyeccién del AC ex vivo realiz6é en

15 minutos.

5.2.4.4 Estudios in vivo

Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 0,5-1,5% en O,, y se mantuvo su
frecuencia respiratoria entre 40-60 respiraciones por minuto. La temperatura corporal
se mantuvo entre 36,5-37,5 °C con un sistema de recirculacién de agua incorporado
en la cama de los animales, y se midié con una sonda rectal. La frecuencia respiratoria
y la temperatura fueron monitorizadas constantemente (PC-SAM Instruments, Inc.,
Nueva York, EE.UU.). Antes de la introduccion del animal en el escaner, cada ratén se
canuld en la vena de la cola con una canula construida con un sistema de distribucion
multiple con tubos de polietileno. En este caso, una aguja de 20-30G se conectd a
través de tubos de polietileno, a 2 jeringas independientes de 1 ml (Becton-Dickinson,
SA, Madrid, Espafia) cargados con solucion salina heparinizada (40 U/ml heparina) y

un agente de contraste (9,7 mM en Gd). El agente de contraste se inyectd en forma de
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un “bolus” (7616ul, aproximadamente 0,04 mmol / kg) durante los estudios dinamicos
DCE. Tres ratones con tumor GL261 recibieron gadoterato de meglumina y otros seis

recibieron cada una de las GNPs escogidas: GlcC5-DO3AC11 (GNP(E) n=3) y GlcC5-

DO3AC11 (GNP(E_2) (n=3).

El estudio T4 DCE se realizé utilizando las mismas tres secciones descritas para las
secuencias de alta resolucion T, en los estudios ex vivo. Para ello, una secuencia
MSME fue usada con: MTX, 128x128 (138x138 um/ pixel), TR/ TE, 200/8,5 ms; NA, 2,
(NR), 41, TAT, 35min. El “bolus” de contraste se administré después de la tercera
repeticion de la secuencia T, (aproximadamente 2,5 minutos después del comienzo

del protocolo de adquisicion de la imagen).

5.2.5 Post procesamiento

El procesamiento y post-procesamiento de las imagenes de los estudios ex vivo T4y
T, se llevo a cabo con software de Bruker Paravision (version 4.0) y el programa
Imaged 1.44p (National Institutes of Health, EE.UU.). Las regiones de interés (ROlIs)
fueron definidas manualmente después de la inspeccion visual, tanto en el area de
maximo contraste como el area equivalente del parénquima contralateral. La
intensidad de senal IRM se midié en el sitio de inyeccion y se compard con la zona
contralateral del parénquima en cada caso. Estos valores se han utilizado para los
célculos de IRC (ver ecuacion 5.1). Soélo se midié el corte donde se observé un mayor

aumento de contraste.

IRC (%)zL%JXlOO eq.5.1
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Donde S(i) es la senal de la region “ipsilateral” donde se administré el contraste y que

muestra visualmente el mayor aumento de contraste, y S(c) es la sefial de la regién

contralateral equivalente, que sirve como control y que se define como 100%.

Procesamiento de los datos de los estudios in vivo:

Los datos de DCE-IRM fueron procesados utilizando una plataforma para el analisis
farmacocinético desarrollado recientemente en el marco del programa intramural
PROGLIO y PROGLIO 2 (CIBER-BBN) utilizando Interactive Data Language (IDL) (ITT
Visual Information Solutions, Boulder, CO, USA) y que se encuentra disponible para

descargar en http://www.die.upm.es/im/archives/DCEurLAB/. Esta plataforma fue

desarrollada por el Grupo de Investigacion de Tecnologia de Imagenes Biomédicas de
la Universidad Politécnica de Madrid (BIT-UPM). Los mapas de codificaciéon en color
para DCE se calcularon para cada pixel, midiendo la relacién entre el aumento
maximo de sefal de este y su intensidad promedio antes de la inyeccién del bolus de
AC. De esta manera, en las series temporales se cuantifica el aumento de contraste
promedio dentro de los tumores y, los mapas traducen el maximo aumento de
contraste en cada pixel de la ROl en el momento de maximo aumento de IRC. Los
mapas de IAUC (initial area under the curve) se generaron por la integracion de las
curvas dinamicas durante los primeros 150 segundos después de la administracién del
agente de contraste, tal como fue descrito en [164,165] pero sin la normalizaciéon a un

valor de referencia de IAUC.

El parametro ke, (tasa de lavado entre el espacio extracelular y el plasma) (Eq. 5.2) fue

calculado de acuerdo al modelo de “Hoffmann-Brix” [166].

SO g4, (e —e™)

v ) 5.2
5(0) k, K, *
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Siendo kg la velocidad de eliminacién del agente de contraste por el plasma. Por lo
tanto, la pendiente inicial de la curva a tiempos cortos después de la inyeccion, es

proporcional a A x ke, sefial de multiplicacion. El valor “A” representa la pendiente de

subida inicial de la curva de DCE.

Para cada animal, y cada corte, las regiones de interés se definieron manualmente
alrededor del tumor. La resolucion de los datos se redujo de 128 x 128 a 64 x 64
pixeles y los mapas de intensidad de colores para IRC, IAUC y ke, se generaron
dentro de estos ROls. Esto ayud6 a mejorar la exactitud de las estimaciones hechas
con el modelo de "Hoffmann-Brix", mientras la mayoria de los valores experimentales
que no se ajustaban bien a este modelo se filtraron por la definicion de los umbrales
para la desviacion estandar (<0,2) y para el error medio (<1,5) del ajuste. Los valores
que sobrepasaban dicho umbral fueron descartados del analisis. El analisis estadistico
dentro de las regiones del tumor en cada corte se realizé con SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, EE.UU.). Un total de 836, 761 y 699 pixeles fueron analizados en los
animales estudiados durante la inyeccion de Gadoterato de Meglumina y de la GNP(E)

y GNP(E_2), respectivamente.

5.2.6 Analisis estadistico

Los cambios de sefal observados en las imagenes de los estudios ex vivo con los
distintos ACs fueron medidos en los ROIs definidos en las imagenes ponderadas en
T4//T, (dependiendo del AC en cuestién), para cada GNP/SPION y fueron comparados

con Gadoterato de Meglumina, Ferumoxtran-10 (segun el AC) y solucién salina.

Para los estudios in vivo, las mediciones del mismo animal, pero correspondientes a
diferentes cortes de la imagen fueron considerados como mediciones independientes
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(total de n= 9 para cada AC). El incremento de contraste promedio en la ROI dentro

de los tumores también se compard entre los animales inyectados con diferentes

agentes de contraste.

Para ambos estudios, en un primer paso se analizé la distribucion de los datos en
cada grupo por el test de Kolmogorov-Smirnov (comparando la distribucién obtenida
con la distribucién normal). La homogeneidad de la varianza se analizé utilizando el
test de Levene. Los test “t” de Student para muestras independientes se utilizaron para
el andlisis estadistico cuando los datos obtenidos siguieron una distribucién normal
(gaussiana). Si los datos no presentaban una distribucién normal, se opté por un test
no paramétrico (“U” Mann-Whitney) para el andlisis estadistico. El nivel de significacion

para todas las pruebas fue de p <0,05.

5.2.7 Estudios de Biodistribucion

Se llevaron a cabo experimentos de biodistribucién de dos tipos: animales sin tumor
(wt) en tres puntos temporales, y luego animales con tumor en un solo punto temporal,

como se muestra en la tabla 5.3.

Tipo de Concentracion Puntos temporales Muestras recogidas

animal GNP [mM]

wt n=3 9,7 mM en Gd 1h, 48h, y 14 dias post- Bazo, higado, rifidén pulmén y
administracion de contraste plasma

Contumor | 9,7 mMen Gd 24h, post-administracion de | Tumor, parénquima cerebral

n=3 contraste contralateral y plasma

Tabla 5.3: Descripcion del tipo de animal, concentracién de la GNP en el volumen que se
inyectd, puntos temporales analizados y muestras recogidas para los estudios de

biodistribucion realizados.
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Estos estudios fueron realizados en colaboracion con el Centre d’Investigacions en
Bioquimica i Biologia Molecular en nanomedicina (CIBBIM-nanomedicine), Hospital

Universitari Vall d ' Hebron.

Estudios llevados a cabo:

1) Estudios IRM llevados a cabo antes de la administracion de la GNP, y en los puntos
temporales mencionados en la tabla 5.3: Estos estudios se empezaron con imagenes
ponderadas en T, que fueron adquiridas en el plano axial del cuerpo del ratén con el
fin de obtener una buena caracterizacion morfolégica de los tejidos investigados. La
secuencia usada para este propdsito fue una secuencia RARE con los siguientes
parametros: MTX, 256x128 (0,31x0,31 mm/pixel), NS, 16; TR/TE, 2000/36 ms; NA, 2,

TAT, 48 s.

El IRC obtenido fue medido con imagenes ponderadas en T, usando una secuencia
MSME con los siguientes parametros: MTX, 256x128 (0,31x0,31mm/pixel), NS, 10;
TR/TE, 350/10 ms; NA, 4, TAT, 2 min 59 s, que se adquirié antes y después de la

administracion de contraste en cada punto temporal.

2) Biodistribucién de las GNPs por ICP-MS: Después de ser analizados por IRM los
puntos temporales, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y los tejidos
descritos en la tabla 5.3 recogidos. De igual manera, fueron recolectadas muestras de
orina y plasma que fueron almacenadas a -80°C. Las muestras fueron analizadas para
contenido de oro y Gadolinio por Induced Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-

MS) en la Unidad de Técnicas Cientificas de la Universidad de Barcelona.
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5.3 RESULTADOS

Los estudios de IRC ex vivo y los estudios de relajatividad in vitro a 1,4T fueron
llevados a cabo para todas las GNPs, mientras que los estudios de relajatividad in
vitro a 7T y los analisis in vivo se limitaron a los compuestos que mejores resultados

presentaron en los AC de tipo positivo.

5.3.1 Estudios de relajatividad in vitro

Los valores relajatividad r1, para los agentes de contraste positivos tanto a 1,4T como
a 7T, se muestran en la tabla 5.1. Como se esperaba, la r1 disminuye con el aumento
del campo magnético [167] El valor obtenido para Gadoterato de Meglumina a 7T in
vitro concuerda con los valores obtenidos de la literatura in vivo encontrados para
Gd-DTPA a 6,3T aunque a temperaturas ligeramente distintas [168]. Para los valores
de relajatividad, se observaron algunos valores discrepantes al comparar los
resultados en el 7,0 y 1,4T (Tabla 5.1).Tomemos como ejemplo la GNP(F) vs GNP(G):
ambas tienen valores de relajatividad muy similares a 1,4T y sin embargo, el valor
obtenido para la relajatividad a 7,0T con la GNP(G) es la mitad del valor obtenido para

la GNP(F), siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Los valores de r2 a 14T y 7T para los ACs de tipo negativo se muestran en la tabla

5.2. El valor obtenido para Ferumoxtran-10 a 1,4T in vitro concuerda con el valor
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obtenido en la literatura en estudios in vitro (65 mM”'s™) a la misma temperatura [169].
La variacion de los valores de relajatividad r2 obtenidos para las muestras de SPIONs
con respecto al valor para Ferumoxtran-10 se pueden explicar por la variaciéon en el
diametro medio de agregado de TEG (15nm) y DMSA (30nm),en comparacion con el
didmetro descrito en la literatura para el Ferumoxtran-10 (20nm) [86]. Como seria de
esperar, el aumento del diametro de los agregados de SPIONs aumenta notablemente
el valor r2, pasando de 48,6 a 179,3 s.mM”, lo que coincide con los resultados

previamente reportados por Muller et al [170], en relacion a la correlacion entre el valor

de relajatividad de los agentes de oxido de hierro y el diametro de sus agregados.

5.3.2 Analisis de IRC en los estudios ex vivo

5.3.2.1 Puesta a punto de la cantidad 6ptima de AC

En las pruebas realizadas para hallar la cantidad de AC que nos permitiera utilizar la
menor cantidad posible en los experimentos ex vivo, pero que aun produjera un
incremento visible de contraste, para los AC positivos, la cantidad éptima fue 5nM de
Gd (figura 5.2) y para los agentes negativos 0,0082 ug de Fe (Figura 5.2B).
Concentraciones inferiores de dichos AC, sobre todo de los AC negativos, produjeron

resultados incorrectos y un IRC demasiado bajo en relacion al contralateral.
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4 ymol de Gd 0,17 nmol de Gd 5 nmol de Gd

0,82 ug de Fe 0,082 ug de Fe 0,0082 ug de Fe

Figura 5.2: Ensayos de puesta a punto con diferentes cantidades de AC en los ensayos ex
vivo. A) AC de tipo positivo (Gadoterato de Meglumina) y B) AC de tipo negativo (Ferumoxtran -

10). Las cantidades usadas en la inyeccion del agente se indican en el pie de cada imagen.

Para los AC negativos se realizaron pruebas con dos agentes de contraste de uso
comercial el Ferumoxtran -10 y el Endorem. Se estudiaron estos agentes a diferentes
concentraciones de Fe y se comparoé con la zona contralateral y el aire (figura 5.3). El
valor finalmente escogido para estos agentes de contraste fue el de 0,0082 ug de Fe
ya que fue la concentracién éptima en el punto de inyeccién que permitié valorar los
cambios en el comportamiento de los AC. Ademas, esta concentraciéon fue

estadisticamente distinta de la sefial contralateral y de la sefal proveniente del aire.
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12,00+

10,004

6,00

4,00

Intensidad de senal detectada

=

0,007

Li L] T T T T T T
Contralateral Endorem Ferrumoxtran Endorem Ferrumoxtran Endorem Ferrumoxtran  Alre
00082 ug 0,0082 pg 0,082 g 0,082 0,82ug 0,82ug
hierra hierre hierra hierra hierre hierro

Figura 5.3: Boxplot con la comparacién de la intensidad de sefial detectada en las imagenes
MRI ponderadas en T, para cada concentracion utilizada de los agentes comerciales Endorem
y Ferumoxtran -10, la parte contralateral a los puntos de inyeccion, y del aire. Todos los puntos

con n=3.

5.3.2.2 Puesta a punto en los experimentos post-mortem de los 3 puntos de inyeccion

La optimizacion del protocolo basado en los 3 puntos de inyeccion se realizé con éxito,
resultando en una disminucion del numero total de animales utilizados para evaluar un
AC. La figura 5.4 muestra un ejemplo con el AC Gadoterato de Meglumina. El IRC
promedio en el punto de inyeccién en relacion a la senal contralateral (141,218 en un

punto por animal y 139,3410,4 en 3 puntos por animal) no presenta diferencias
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significativas p=0,095. Sin embargo por los valores se encuentra bastante cercano a

significacion.

Figura 5.4: Imagenes ponderadas en T, con el agente de contraste gadoterato de Meglumina

(5nM). A) un punto de inyeccion por animal, B) tres puntos de inyeccién por animal.

A partir de esta puesta a punto, los siguientes estudios con AC se llevaron a cabo con

el método de tres puntos de inyeccion.

- Agentes de contraste positivos

En la (figura 5.5A), se muestra una imagen representativa ponderada en T1 para la
GNP(E), asi como los ROls seleccionados para el analisis de IRC (expansion en (B)).
El aumento de contraste obtenido con este método varia claramente dependiendo de
la GNP estudiada, lo que queda reflejado por la variabilidad observada en los boxplots
(figura 5.5C). Todas las GNPs estudiadas, excepto la GNP (E) mostraron valores de
IRC significativamente mas bajos de incremento de contraste, en comparacion con el

Gadoterato de Meglumina (236,7+ 14,4% con respecto al IRC contralateral) con
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excepcion de GNP(F), que fue inferior, pero de forma no significativa. La GNP(E),
preparada por el “método directo” muestra el aumento de contraste mas elevado
(305,7 + 32,8%). Si se tiene en cuenta la estructura de los distintos AC positivos (ver
tabla 5.1), el uso de la glucosa como glucido en la GNP, cuando se utiliza una cadena
de longitud C5 para este ligando, parece proporcionar el mejor valor para contraste
positivo, siempre que la cadena para el ligando de DO3A sea de longitud C11. Aparte
de esto, para un mismo AC el método "directo" de sintesis (GNP (E)) parecia producir

un mejor resultado que el método de intercambio de ligandos LPE (GNP (E_1) y GNP

(E_2)).

IRC ex vivo %

e

Agente de contraste

Figura 5.5: A) Imagen representativa ponderada en T, y ejemplo de los ROIs utilizados
(dibujados manualmente como circulo, verde (ipsilateral) y amarillo (contralateral)) para la
cuantificacion del incremento de sefial observado con la GNP (E). B) Expansién de la regién
central (rectangulo de lineas blancas discontinuas),C) Bloxplot del incremento relativo de

contraste para la solucién salina, gadoterato de meglumina (G.M.) y las diferentes GNPs,de los
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ROIs obtenidos para cada uno de los AC estudiados. EL IRC fue calculado usando la ecuacion

5.1 (ver también tabla 5.1).

Agentes de contraste negativos

La figura 5.6 muestra una imagen representativa ponderada en T, para los SPIONs
estudiados, asi como los ROls seleccionados para el analisis. Se detectaron cambios
significativos (aunque no muy elevados) entre el efecto de los SPIONs DMSA vy
Feromuxtran-10 (figura 5.6 y tabla 5.2). Esto no fue observado para el SPION TEG,

posiblemente debido a la alta variabilidad de los valores obtenidos.

HE
[

1
Cortraolatery Ferumoran 10 TEG DMSA

Agente de contraste

Figura 5.6: A) Imagen representativa ponderada en T, y ejemplo de los ROIs usados

(dibujados manualmente como circulo, verde (ipsilateral) y amarillo (contralateral) para la
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disminucién de sefal de los SPION B) Expansion de la region central (rectangulo de lineas

blancas discontinuas) C) Bloxplot de la variacion de contraste para los SPIONs.

5.3.3 Estudios de IRM in vivo

Los estudios de IRM demostraron, como seria predecible, la presencia de tumor 10
dias después de la inoculacion de las células GL261 (figura 5.7) con un tamafo
comparable al de estudios previos del grupo (1845 mm?). Uno de los hallazgos mas
consistentes en los tumores fue la captacion de contraste en imagenes ponderadas
en T, después de la administracién de contraste. En este caso, todos los agentes de
contraste evaluados in vivo (Gadoterato de Meglumina, GNP(E) y GNP(E_2))
mostraron un aumento de contraste en las imagenes ponderadas en T,. (Figura 5.7:

T4-ref vs T1-mayx, y figura 5.8).

La GNP(E) mostré un incremento de contraste significativamente (p<0,001) mayor en
los tumores GL261 (123,8+ 3,8%) en comparacion con gadoterato de meglumina
(113,1£ 2,5%). Esto puede ser claramente observado en la figura 5.7 que muestra las
cuantificaciones (IRC) obtenidas a partir de las imagenes ponderadas en T,. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas en el tiempo de maximo incremento
de contraste, T,-max (p<0,001). Ademas, el resultado de la GNP(E_2) también fue
significativamente mejor a Ts-max que con el gadoterato de meglumina, con
diferencias significativas con respecto a la GNP(E) (p<0,001). Debe también senalarse
que el tiempo de aumento maximo (aproximadamente 8,3 min, figura 5.8) fue
claramente mas largo para la GNP(E_2) que para la GNP(E) y gadoterato de

meglumina (aproximadamente 3 min).
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Gadoterate
Meglumine

GMNP(E)

GNP(E-2)

Figura 5.7: De izquierda a derecha, imagenes representativas axiales ponderadas en Ty,
imagen ponderada en T, antes (T-ref) y después de la administracion de contraste, en el punto
maximo de captacion de contraste, (T4-max), y mapas codificados en color para el IRC de 3
animales inoculados con células GL261. La barra codificada en color en la parte de arriba
muestra el rango de IRC medido en dichas imagenes. Los pixeles negros en las imagenes de
la columna de la derecha corresponden a casos con valores encima o debajo del umbral
establecido (los limites establecidos para el post-procesamiento de las imagenes para estudio

IRC% se describen en métodos, seccion 5.2.5).
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Figura 5.8: Series temporales obtenidas a partir de la cuantificacion de las imagenes DCE.
Las curvas muestras el incremento de contraste promedio obtenido para cada grupo
experimental. A) gadoterato de meglumina (simbolos sin rellenar); GNP(E) (simbolos rellenos).
B) gadoterato de meglumina (simbolos sin rellenar); GNP(E_2) (simbolos rellenos). Los circulos

corresponden a los valores medidos en los tumores, mientras los triangulos corresponden a la
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zona contralateral. Los resultados corresponden a los datos obtenidos a partir de 3 animales
por grupo y 3 secciones analizadas por animal, lo que significa n=9 mediciones independientes
por grupo. Las flechas indican el tiempo de incremento maximo de contraste medible en la

imagen.

Otros Parametros biofisicos

La tabla 5.4 y la figura 5.9 muestran el resumen para el IRC ex vivo, in vivo, K¢,y IAUC
para el gadoterato de meglumina y los 2 AC positivos que fueron evaluados en todos

los estudios desde in vitro a in vivo.
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Figura 5.9: A) Imagenes ponderadas en T4, superpuestas con mapas de color de K, en tres
ratones portadores de glioma GL261. De izquierda a derecha: gadoterato de meglumina,
GNP(E) y GNP (E_2). Los pixeles negros corresponden a casos con valores encima o debajo
de los limites establecidos para el ajuste de K, (ver seccion 5.2.5). Las escalas de color en la

parte de arriba muestran el rango de valores encontrados para K¢, en cada caso asi como la
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codificacion de dichos colores. B) Bloxpot de comparacion de los valores de Kg, (min'1)
obtenidos con todos los pixels de los animales estudiados utilizando los mismos agentes de

contraste mostrados en A). Las diferencias significativas (p<0,05) estdn marcadas con

triangulos.

AC % IRC %IRCinvivoa | %IRC Invivoa Kep (Min™") IAUC

T1-max 3min
ex vivo

Gadoterato | 236,7+14,4 113,142,5 113,142,5 0,32+0,36 2,80, 1
Meglumina
GNP(E) 305,7+32,8* 123,8+3,8* 123,2+1,5* 0,07+0,18* 3,140,2*
GNP(E_2) | 201,9+16,1% 124,9+8,3* 107,9+2,0* 0,06+0,03* 2,620,2*

Tabla 5.4: IRC ex vivo, IRC in vivo a T4-max de cada AC y a 3 min post-administracién, valores
de Ks, y IAUC obtenidos con estudios in vivo de los 3 AC positivos estudiados in vitro, post-

mortem e in vivo.

* p<0,05 en comparacion con Gadoterato de meglumina.

§ p=< 0,05 en comparacién con GNP(E).

5.3.4 Estudios de biodistribucion

Ensayos con animales sin tumor: GNP(E)

Analizando las graficas de los estudios ICP-MS de la GNP(E) se encontrdé un aumento
de sefal en la vejiga del ratdon tras 1 hora post-administracion de la GNP, que
desaparece completamente 48 horas post-administracion (Figura 5.1) indicando la

rapida eliminacion via renal del quelato de Gd.
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En cuanto a la cuantificaciéon por ICP-MS de Gd y Au contenidos en la orina, higado

rifones y plasma, la mayor fraccion de estos elementos se encuentra en la orina

aunque no muestren la misma distribucion. Comparativamente, mas Gd es excretado

a través de la orina mientras que el Au parece acumularse en el higado, figura 5.10.
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Figura 5.10: Biodistribucion evaluada por IRM y ICP-MS de la GNP(E). Imagen ponderada en
T, del cuerpo de uno de los animales estudiados, cabeza arriba, cola abajo. A) Antes de la
inyeccién de la GNP(E), B) 1h después de la administracion, C) 48h después de la
administracion. Los distintos ROls fueron dibujados en diferentes partes del cuerpo del ratén:
vejiga (flecha roja), higado, intestinos y también una regién externa cuerpo (aire). Las
imagenes muestran un claro aumento de la senal debido al efecto del gadolinio sobre la

relajatividad del agua en la vejiga (flecha roja en B) tras 1h de la administracién de la GNP(E),
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que desaparece completamente 48h post-administracion. D) Cuantificacion por ICP-MS de Gd

y Au contenido en la orina, higado rifiones y plasma, ID, dosis inicial.

Ensayos con animales portadores de tumor: GNP(E) y GNP(E_2)

Los estudios con AC positivos in vivo fueron complementados con ICP_MS de las
muestras recogidas de dichos animales donde se midié el contenido de Au en el tumor
y en el parénquima contralateral (figura 5.11). Los ensayos de biodistribucion para las
GNPs 24h después de su administracién demostraron que los tumores de los animales
administrados con GNP(E) y GNP(E_2) acumulan al menos 10 veces mas agente de
contraste que el lado contralateral, y cerca de dos veces mas cantidad que en la
sangre circulante, posiblemente debido al efecto de retencién de contraste

nanoparticulado en los tumores [171] (figuras 5.11 y 5.12).

Es importante mencionar que para ambas GNP(E) y GNP(E_2) fueron llevados a cabo
analisis de parametros bioquimicos, de monitorizacién renal y funcidon hepatica
(incluyendo glucosa, proteinas totales, albumina, creatina, urea, bilirrubina total,
aminotransferasa aspartato (AST) y aminotransferasa alanina (ALT)) en las muestras
obtenidas de los ratones administrados con esas GNPs, asi como un completo estudio
histopatologico 24h y 14 dias post-administracién. No fueron encontrados cambios
significativos en comparacion con los ratones control (sin administraciéon de GNP),

indicando que estas GNPs no son toxicas para los animales.
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Figura 5.11: Biodistribucion por ICP-MS de Oro (Au), 24h post-administracién para A) GNP(E)
y B) GNP(E_2). Los recuadros en cada grafico muestran la acumulacién de Au en el tumor,
comparada con las concentraciones en el plasma y el parénquima contralateral. La diferencia
de acumulacién de Au entre el parénquima contralateral y los tumores es estadisticamente
significativa para GNP(E), p = 0,02 y con tendencia a significacion para la GNP(E-2), p =0,056.

Los resultados son mostrados en partes por millén (ppm).

%l D
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Figura 5.12: Porcentaje de Au y Gd detectados en el higado para la GNP(E), correspondiente
a las 24h post-administracion y para la GNP(E_2) 48h post-administracion. Para la GNP(E), se
encuentra una cantidad mas alta de Au en el higado, comparado con el Gd, (cociente Au-Gd
7,84 £ 1,48 y la diferencia entre los dos elementos es estadisticamente significativa, p =0,0023)

220



CAPITULO 3:
Desarrollo de un método para evaluar el potencial de nanoparticulas como
agentes de contraste in vivo

mientras que en el caso de la GNP(E_2) la acumulacién de Gd en el higado es muy similar a la
del Au (cociente Au-Gd 1,60 = 0,21 y la diferencia entre los dos elementos no es
estadisticamente significativa, p> 0,05), indicando que aunque pueda ocurrir alguna liberacion
de Gd por la GNP, el método de sintesis de intercambio de ligandos asegura una estabilidad

mas alta del complejo de GNP Gd-Au.
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5.4 DISCUSION

Los complejos de gadolinio son usados comunmente como agentes de contraste
positivos en estudios clinicos por IRM. No obstante, ademas del posible problema de
su conocida asociacion con la fibrosis nefrogénica sistémica [68], son inespecificos, es
decir, son capaces de detectar cambios anatomicos y morfoldgicos pero no una
patologia especifica. El desarrollo de agentes de contraste con propiedades de
direccionalizacion especificas, capaces de reconocer moléculas o0 receptores
caracteristicos de un tejido o una patologia, tendria un impacto clinico significativo.
Uno de los modos de lograr este objetivo es el desarrollo de nano-plataformas para
unir simultaneamente el AC y moléculas para su direccionalizacion formando agentes

de contraste de tamafo nanométrico [172,173].

Los nuevos AC positivos evaluados en este trabajo son GNPs recubiertas de oro con
multiples brazos de glucidos y complejos de Gd (Gd-GNPs) (figura 5.1) que fueron
preparadas como agentes T, con potencial de direccionalizacion a los gliomas de
cerebro de raton [82,159], mimetizando la presentacién multivalente de hidratos de
carbono en superficies de células [174,175]. Como dichas gliconanoparticulas son
solubles y estables bajo condiciones fisiolégicas, no presentan toxicidad y son
resistentes a la degradacion enzimatica [176], representan una nueva prometedora
plataforma multivalente para aplicaciones biolégicas [13,177-179]. Se seleccionaron
carbohidratos simples para recubrir las nanoparticulas de oro porque dichos
carbohidratos son nutrientes importantes para las células y su captacién depende de la
expresion de transportadores especificos (por ejemplo GLUTs) [180] y proteinas de

unién a carbohidratos.
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Efecto del recubrimiento de las nanoparticulas en los resultados de los AC

positivos

Pequenias modificaciones en la estructura quimica de los ligandos que cubren las
GNPs podrian llevar a cambios en el IRC [82], ya que podrian afectar, por ejemplo, a
la esfera de hidrataciéon de Gd o el tiempo total de correlacion del AC. Ademas, los
hidratos de carbono son ligandos especificos de transportadores GLUT vy lectinas
(receptores celulares de unién a carbohidratos) que pueden conferir propiedades de

vectorizacion a las GNPs.

Considerando las medidas de relajatividad in vitro descritas en esta tesis se observo
que ciertas diferencias estructurales como la naturaleza del carbohidrato o la longitud
de las cadenas de unién a glucido o Gd parecen influenciar los valores de r1 (tabla
5.1). Por ejemplo, las GNPs que incorporan lactosa GNP(A) o glucosa GNP(C),
muestran los mayores valores de le relajatividad in vitro a 1,4T. Adicionalmente la
longitud de la cadena que une el quelato de Gd puede tener también un papel en ese
sentido, siendo la longitud “C5” (ver diferencias entre GNPs(C) y (E) o (F)) la que
puede producir mejores valores a 1,4T. Algunas diferencias observadas en la serie
GIlcCX-DO3AC11 preparada por el método de intercambio de ligandos (GNPs (E_1),
(E_2) y GNPs F-J siendo “X” un numero entre 2 y 9), podrian ser explicadas si la
cadena carbonada de union al glucido modulara el acceso del agua al ion Gd del
quelato. Por ejemplo, GIcC3-DO3AC11 (GNP 1) tiene el valor de relajatividad mas bajo
en 1,4T (para las GNPs de glucosa) y ocupa la franja mas baja de valores de

relajatividad a 7,0T.

Los estudios de IRC ex vivo muestran resultados discrepantes en comparacion a los
valores de relajatividad in vitro: por ejemplo la longitud C5 para la cadena carbonada

de unioén al DO3A no produjo un valor elevado de IRC, que seria lo esperado teniendo
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en cuenta los resultados de relajatividad in vitro. De la misma manera, los valores altos
de relajatividad obtenidos con la GNP(A) y (C) no se traducen en un elevado IRC ex
vivo. No se puede descartar que la baja cantidad relativa de Gd contenida en estas
GNPs (aunque corregida en la preparacion de las soluciones de AC para lograr la
misma cantidad final de Gd en los estudios post-mortem) ex-vivo pueda tener una
influencia en el IRC obtenido en cada caso. Este hecho también podria ser
responsable de las diferencias observadas entre GNP(E) y (F), que presentan

porcentajes de Gd por masa de GNP distintos, pero tienen valores similares de

relajatividad in vitro.

Adicionalmente, la longitud de las cadenas de union a la glucosa y a los complejos de
Gd podrian modular las interacciones con los receptores o transportadores celulares.
Es bien sabido que los transportadores de glucosa GLUT-1 estan sobre-expresados
en las células tumorales [181] y su estructura ha sido ha sido extensamente
investigada. Es posible que sea necesaria una longitud "6ptima" de la cadena de union
del glucido a la GNP para una interaccion efectiva con los transportadores GLUT-1, lo
que se traduciria en la restriccion maxima de movilidad del quelato Gd** y, por lo tanto,
una reduccion del tiempo de correlacion de la molécula, con efecto concomitante en su
relajatividad efectiva. La longitud de la cadena de unién (para ambos, glucosa y
quelato de Gd) podria pues modular estas interacciones. Por ejemplo, la longitud C3
para la cadena de union a la glucosa GNP(l) mostré uno de los valores mas bajos de
IRC ex vivo en la serie GlucoCX-DOTAC11 y se encontraron diferencias significativas
en comparacion con las longitudes C5 y COGNP(E_1) y GNP(G). Ello sugiere que una
cadena de union a la glucosa demasiado corta podria comprometer la interaccién
apropiada de la GNP con los GLUT. Luciani et al en [182] obtuvieron resultados
relevantes en este aspecto con niosomas cubiertos por glucosa, los cuales produjeron

aumento de contraste, mientras que los niosomas sin glucosa no produjeron ningun
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aumento, reforzando la posibilidad de que esta interaccién (glucosa-GLUT) esté
también presente en nuestro caso. Ademas de, posiblemente, modular los valores de
relajatividad ex vivo/in vivo, el uso de glucosa también podria contribuir al

direccionamiento de los AC a las células tumorales y a sus transportadores de

glucosa.

Estudios preliminares de nuestro grupo (Simdes y colaboradores, resultados no
publicados) analizaron los efectos in vivo de la GNP(E) en el mismo modelo tumoral
durante euglicemia y durante hiperglicemia inducida (26,9 +1,8 mM en sangre). Dicho
estudio no mostré diferencias significativas en los cambios de IRC maximo observado
durante los distintos estados de glicemia. Ello podria sugerir que la posible
competicion entre la glucosa unida a la GNP y la glucosa libre por la interaccién con
los transportadores GLUT no parece afectar su comportamiento como agente de
contraste. Sin embargo, serian necesarios mas experimentos con la GNP(E_2) (ver
discusion sobre la incorporacion del quelato de Gd en la GNP(E)), asi como ensayos
in vivo de competicidén entre la glucosa de las GNPs (con y sin el quelato de Gd) para
clarificar la contribucion de la unidon de las GNPs que contienen glucosa a los

transportadores GLUT en la produccién del IRC observado.

Un aspecto importante a considerar es la diferencia observada en el contenido de Gd y
los valores de relajatividad en GNP(E), (E_1) y (E_2), que estan recubiertas con los
mismos ligandos (GIcC5 y DO3AC11). Estas diferencias probablemente se deben a la
diferencia de método de sintesis (“directo” versus LPE) usado en la preparacion de las
GNPs. Considerando las GNPs preparadas por el método de sintesis “directo”, la
relajatividad r1 in vitro a 1,4T sugeriria que la combinacion entre el tipo de carbohidrato
presente en la GNP, longitud de su cadena de union y la longitud de la cadena de

union a DO3A que produciria el mejor comportamiento in vivo deberian ser la GNP(C)
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con glucosa y la GNP(A) con lactosa, ambas con valores r1 bastante similares (tabla
5.1), mientras que la glucosa GNP(E) pareceria ser una de las peores. Sin embargo,
los analisis ex vivo apuntan a la GNP(E) como la mejor GNP de todas, siendo (C) y (A)
claramente inferiores a la GNP(E) y también inferiores al agente comercial gadoterato
de meglumina. De ésta forma, la relajatividad r1 a 7T fue medida solo para las GNPs
que mejor comportamiento presentaron en los analisis ex vivo, siendo un ejemplo la
GNP(E). Posteriormente se planificaron estudios in vivo con la particula que presentd
el mejor comportamiento ex vivo, la GNP(E), que en efecto, produjo in vivo mejor
incremento de contraste que el gadoterato de meglumina en dosis comparables de Gd

(figura 5.5C).

Paralelamente, un protocolo refinado hecho de la sintesis de GNP LPE se aplicd a un
nuevo lote de GNPs (GNPs E_1, E_2 y F — J). El valor de relajatividad in vitro r1 a
7T para la GNP(E_2) fue el mejor (8,2+0,4) entre las GNPs preparadas con el método
LPE (tabla 5.1), aunque los analisis de IRC ex vivo sugerian un peor comportamiento
(no significativo) que el gadoterato de meglumina. En un primer momento, este
resultado no fue extrapolado a los estudios in vivo dado que el valor de IRC obtenido
fue comparable para GNP(E) y GNP(E_2), y los dos valores fueron significativamente
mejores que el gadoterato de meglumina (figura 5.13), cuando, eran medidos en su
punto de maxima produccion de contraste. Sin embargo, si el IRC era medido en el
mismo punto temporal (3 min después de la inyeccion del AC en los experimentos de
DCE, (figura 5.14), las predicciones de los estudios in vivo y post-mortem concuerdan
demostrando que la GNP que presenta un mejor comportamiento en los dos estudios
es la GNP(E) (figura 5.14). ;Porque surge esta aparente discrepancia entre las
predicciones ex vivo y los resultados in vivo? Las pequenas diferencias, significativas,
encontradas en el tiempo de incremento maximo de contraste (“T1-max”) entre las dos

GNPs analizadas apuntan a que el comportamiento de la GNP(E_2) es el esperado
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para un agente de contraste macromolecular [92]. El diametro descrito para las GNPs
sintetizadas esta entre 1,8-4,5nm [82], comparable a agentes de contraste
macromoleculares (4-6 nm) [82,183]. Por otro lado, el tiempo de incremento maximo
de contraste y el perfil de lavado obtenido con la GNP(E) son similares a los obtenidos
con el quelato libre (gadoterato de meglumina) (figura 5.8A) mientras que la GNP(E_2)

alcanza el incremento maximo de una manera mas lenta (figura 5.8B) lo que

concuerda con los resultados obtenidos usando niosomas publicados por Luciani et al,

[182], aunque con un tipo de tumor diferente.
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Figura 5.13 Boxplot de la comparacion del valor de IRC obtenido en los estudios ex vivo (cajas

rojas) y estudios in vivo (cajas verdes) en el tiempo maximo (T1-max) para cada agente de
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contraste estudiado: gadoterato de meglumina, GNP(E) and GNP (E_2). Las diferencias

significativas (p<0,05) estan marcadas con un asterisco.
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Figura 5.14: Boxplot de la comparacién de IRC obtenido en los estudios ex vivo (cajas rojas) y
estudios in vivo (cajas beige) a 3 min después de la inyeccion del AC, para cada agente de
contraste estudiado: gadoterato de meglumina, GNP(E) y GNP(E_2). Las diferencias

significativas (p<0,05) estan marcadas con un asterisco.

Se ha especulado sobre los motivos que llevarian a la GNP(E) a presentar un
comportamiento diferente en estudios de DCE en comparacion con la GNP(E_2).Datos
obtenidos por Irure [159] sugieren que parte del Gd unido a la GNP sintetizada por el

“‘método directo” puede ser quelado por lo hidratos de carbono en lugar de por el
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grupo DO3A. Esto podria permitir al Gd** estar en equilibrio entre su forma unida y no
unida a la nanoparticula, de manera similar a otros casos descritos en la literatura
[184] produciendo un perfil con una doble vertiente. Es decir, que la GNP(E) se
comportaria, parcialmente, como un AC de bajo peso molecular. Por otro lado, en la
GNP(E_2) la unién del Gd* ocurriria solo a través del quelato DO3A, no dandose esa
doble vertiente. Ademas, datos preliminares obtenidos con los estudios de
biodistribucién de las GNPs de imagenes por IRM e ICP-MS (figuras 5.11 y 5.12)
también apuntan a la posibilidad de la separacion del Gd de la GNP(E) durante los
estudios de biodistribucion. El analisis conjunto de las determinaciones de Gd y Au en
el higado para GNP(E) y GNP(E_2) (figura 5.12), refuerza esta suposicion. La
administracion de ambas nanoparticulas produce una acumulacion significativa de Au
en higado, pero en el caso de la GNP(E_2) el contenido de Gd fue similar al del Au,
mientras en el caso de la GNP(E) el higado acumulé 7,84 veces mas Au que Gd. Esta
“pérdida” de parte de Gd**unido a la GNP podria explicar porque la GNP(E) se

comporta parcialmente como el gadoterato de meglumina libre.

Finalmente, las medidas de otros parametros biofisicos (por ejemplo ke, figura 5.9 y
tabla 5.4) también concuerdan con esta hipétesis. Los valores obtenidos para
gadoterato de meglumina y para GNP(E) y GNP(E_2) son significativamente
diferentes. Kim et al, [92] demostraron anteriormente que los ACs con diferente peso
molecular tienen diferentes tiempos de lavado. Es decir, que se observa tiempo mas
largo de lavado, o dicho de otra manera, valores mas bajos de k¢, para ACs con un
mayor peso molecular. En la misma linea, de Lussanet al, [183] cuantificaron un
parametro que esta estrechamente relacionado con la ke, el "coeficiente de
transferencia" (KPS) (la ratio de transferencia de agente de contraste de la sangre
hacia el espacio intersticial, altamente dependiente de la permeabilidad), y encontraron

una relacion inversa entre el peso molecular de AC y el valor obtenido para este
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coeficiente de transferencia. En resumen, ambas, GNP(E) y GNP(E_2), presentaron
un comportamiento de agentes de contraste macromoleculares de acuerdo con los
valores promedio de K, pero la gran dispersion en el caso de la GNP(E) (figura 5.9),
sugiere un comportamiento mixto, que se superpone parcialmente con los valores

producidos por el compuesto de referencia de bajo peso molecular, el gadoterato de

meglumina.

Evaluacion de las nanoparticulas con funcién de AC negativo

Los AC de tipo negativo mostraron diferencias entre los valores encontrados para la
relajatividad r2 in vitro y los valores de IRC ex vivo. Asi, el comportamiento ex vivo
para las SPIONs recubiertas de DMSA y TEG (Figura 5.6 y tabla 5.2) estan muy
cercanos a los valores encontrados para el agente comercial Ferumoxtran-10, al
contrario de lo que se podia esperar de las medidas realizadas in vitro. Esto sugiere un
posible interés futuro en el protocolo ex vivo para la evaluacion del potencial de ACs
negativos antes de avanzar hacia otras etapas adicionales del analisis in vivo, como

IRM y estudios de biodistribucion.

Finalmente, ademas de la mimetizacion mas exacta de las condiciones in vivo, el
método ex vivo descrito en este capitulo de la tesis consume cantidades muy
pequefas de AC comparada con un estudio in vivo: 800 veces menos en el caso de
los agentes de contraste positivos (5 nmol/animal contra 4.000 nmol/animal). Ademas,
como este estudio se lleva a cabo con animales previamente sacrificados, no requiere

ningun ensayo toxicolégico preliminar para la evaluacion del compuesto candidato
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5.5 Conclusiones relativas al Capitulo de desarrollo de un metodo ex vivo de

evaluacion de nuevos agentes de contraste.

1. Se ha puesto a punto un método ex vivo para la evaluaciéon preclinica de
potenciales agentes de contraste que mimetiza las condiciones in vivo de
manera mas eficiente que los estudios de relajatividad in vitro.

2. Se ha refinado dicho método ex vivo para reducir la cantidad de animales
utilizados en el ensayo, de manera exitosa.

3. Se ha analizado una bateria de agentes de contraste positivos y negativos,
tanto in vitro a 1.4T, 7T y ex vivo a 7T, y se ha llevado a cabo una seleccion
que llevd al estudio de 2 de los mejores agentes de contraste positivos de
manera mas extensa in vivo.

4. Se han obtenido resultados en el estudio ex vivo de AC de tipo positivo con
distintas longitudes de cadenas enlazadoras del glucido en su cobertura, que
sugieren la existencia de una longitud 6ptima para maximizar el contraste
obtenido. Ello podria ser debido a una facilitacion de la interacciéon del glucido
de la GNP con los transportadores GLUT celulares.

5. Nuestros resultados parecen indicar que, tanto para agentes de contraste de
tipo positivo como negativo, hay factores in vivo que no se pueden reproducir
con los tests in vitro, y por lo tanto seria inconveniente adicionar otras
estrategias como las aqui propuestas para la preseleccién de potenciales

agentes de contraste de uso preclinico o clinico.
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6. Se han detectado diferencias entre el IRC obtenido ex vivo y el IRC obtenido in

vivo cuando no se tenia en cuenta el tiempo de maxima producciéon de

contraste. Esto evidencio diferencias en el comportamiento de los agentes de

contraste (macromolecular vs. pequefio tamafio molecular) que no

concordaban con la supuesta estructura del quelato en la GNP.

7. Se ha obtenido informacion adicional sobre el comportamiento macromolecular

de agentes de contraste de tipo positivo con el calculo de parametros biofisicos

de perfusion tumoral a partir de los estudios dinamicos de contraste. Dicha

informacién pudo corroborarse con los estudios de biocompatibilidad llevados a

cabo con los mencionados agentes de contraste. Se ha podido proponer que,

aun teniendo la misma estructura molecular basica, GNP(E_2) presentaba un

comportamiento macromolecular no presentado por GNP(E), compatible a su

vez con los distintos métodos de sintesis usados en su preparacion y posibles

diferencias subyacentes en la quelacién del Gd.

8. Nuestros estudios nos han permitido concluir que ambos agentes de contraste

de tipo positvo GNP(E) y GNP (E_2), aun con diferencias en su

comportamiento in vivo, son significativamente mejores en su performance que

el agente de contraste comercial actualmente mas utilizado en la clinica.
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Los tumores cerebrales en general no tienen un buen prondstico, aunque
puede ser mas favorable si se detecta la lesibn o masa andmala en un estadio
temprano y se aplican las estrategias curativas apropiadas. Dichos tumores, la
mayoria de las veces, se detectan por la manifestacion de sefales y sintomas
producidos por compresion por parte del tumor de distintas partes del cerebro por
efecto de masa [185], por lo que no se suelen detectar, por la falta de sintomas, en

momentos tempranos de su progresion.

Por cuestiones éticas, no se pueden realizar estudios repetidos con el mismo
paciente para obtener informacion de interés sobre la evolucién tumoral y para
desarrollar posibles mejoras en su diagnéstico temprano, de ahi la importancia de los
estudios con modelos preclinicos de dicha patologia. La mayoria de los estudios
preclinicos con técnicas no invasivas y tumores cerebrales se centran en los modelos
de alto grado [186,187,152] y por lo tanto serian convenientes estudios adicionales
que tengan en cuenta modelos de bajo grado cuyo prondstico es mejor y la

enfermedad, desde un punto de vista terapéutico podria ser mas manejable.

Los modelos preclinicos que mas fielmente recapitulan la patologia humana
son los de desarrollo espontaneo y lento como los de las colonias de animales
genéticamente modificados (GEM), generalmente basados en la expresion de
transgenes o silenciamento knock-out de determinados genes que participan en el
desarrollo de dichos tumores [114]. Por éste motivo, el trabajo inicial de ésta tesis se
llevé a cabo con la caracterizacién y estudio de las colonias GEM, de las cuales se
esperaba obtener los ejemplares necesarios para un estudio mas profundizado del

diagnéstico y evolucion de la enfermedad en tumores cerebrales gliales de bajo grado.
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No obstante, como se pudo comprobar en el desarrollo del trabajo llevado a cabo en el
capitulo 1, los resultados obtenidos con las colonias GEM no fueron satisfactorios ni se
correspondieron con los descritos en la literatura. Esto se pudo deber parcialmente a
que muchos de los estudios en la literatura se llevan a cabo con evaluacién por
histopatologia a punto final [111,120,140] mientras lo que se pretendia en ésta tesis
era obtener modelos que no solo desarrollaran la patologia, sino que ademas lo
hicieran de forma detectable y utilizable para su evaluacion y seguimiento por
IRM/ERM/IERM, y no unicamente la evolucion histopatoldgica, necesariamente
restringida por la imposibilidad de usar al mismo tiempo una muestra de tejido para
histopatologia y continuar estudiando la progresion tumoral en el mismo animal. En
este sentido, se mantuvo y evalué exhaustivamente las colonias GEM, incluso de
forma rutinaria sin esperar al desarrollo de posibles sintomas de los animales. No
obstante, la penetrancia tumoral conseguida fue o bien muy baja, o bien inadecuada
para llevar a cabo un estudio con las caracteristicas deseadas, es decir, con tumores
de bajo grado y evolucién relativamente lenta. La colonia GEM que mas se aproximo
al modelo tumoral deseado para el estudio propuesto al inicio de esta tesis fue la
colonia “S”. Fue por ello que nos planteamos desarrollar una linea de tumor
transplantable a partir de un tumor de grado bajo/intermedio detectado en un animal
de dicha colonia. Para tal seleccion, se tuvieron en cuenta todas las herramientas de
deteccidon no invasiva desarrolladas en nuestro grupo y no unicamente la evolucion
histopatoldgica. Ello se hizo para asegurarnos con la maxima fiabilidad posible de que,

efectivamente, la lesidon en cuestion se trataba de un tumor de interés.

Mientras se analizaba la colonia GEM para la deteccién de un tumor con las
caracteristicas adecuadas para la generacion de la linea transplantable, fue necesario
poner a punto la técnica de disgregacion de tumores, generacion de gliosferas y

reimplantacion en nuevos animales. El paso de cultivo y expansion es necesario para
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la produccidon de una nueva generacion de tumores a partir del original, y para la
puesta a punto de la técnica se utilizaron tumores GL261 estandar, ya debidamente
caracterizados por nuestro grupo y otros autores [108,28]. Este tipo de puesta a punto
resulta técnicamente compleja y larga, por tener que producir una generacion
numerosa de animales con tumores, asi como su completa caracterizacion,
seguimiento y comparacion con los tumores que les dieron origen. El primer intento de
desarrollo de una linea transplantable a partir de un tumor GEM finalmente se hizo con
un ejemplar que presentd una lesidén con caracteristicas de transicion de grado
(diagndstico final de OA de grado lll), porque no se pudo disponer a tiempo de una
lesion totalmente caracteristica de bajo grado. Dicho desarrollo, aunque no presentd
una penetrancia del 100% del fenotipo tumoral, fue exitoso en el sentido de que mas
de la mitad de los animales sometidos al proceso presentaron lesiones de
caracteristicas de evolucion, espectroscopicas e histopatolégicas compatibles con el
tumor de origen. El hecho de que parte de los individuos sufran una mutacion genética
adicional (pérdida de heterocigosidad para Ink4A-Arf) y presenten un cambio en la
caracterizacion fenotipica no es desdefable y puede ser de interés en estudios futuros
del grupo. En el caso que nos ocupa, cabe afadir la heterogeneidad intrinseca del
tumor que puede verse magnificada con el paso de expansion in vitro y generacion de
gliosferas. Este hecho, y la posible diferencia entre la cantidad de células madre (no
cuantificadas) presentes en las muestras usadas para la produccion de nuevos
tumores, podrian ser los responsables de la dispersion en el tiempo de latencia hasta
la deteccion de los tumores en la nueva generacion analizada tras la disgregacion.
Idealmente serian convenientes estudios adicionales para determinar si la congelacién
de los tejidos de un tumor de bajo grado puede ejercer alguna presion en la seleccion
natural de supervivencia de células con tendencia a grados mas altos, asi como de la
influencia del paso por un cultivo in vitro en las caracteristicas de la nueva generacion

tumoral transplantada.
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Idealmente, la tarea experimental planificada preveia la posible aplicacién de
los animales generados con la linea transplantable de bajo grado a los estudios a
llevar a cabo con nuevos agentes de contraste. No obstante, dicha linea ni estuvo
disponible a tiempo, ni produjo efectivamente animales de bajo grado, sino una
mayoria de tumores en transicion con un grado lll, con lo cual el trabajo en el ultimo

capitulo de la tesis se basé en el bien caracterizado modelo GL261 de grado V.

Por lo tanto en dicho capitulo, se desarroll6 un método novedoso de estudio de
potenciales agentes de contraste basado en analisis ex vivo que podria mimetizar de
manera mas efectiva el entorno in vivo, en comparacion con los estudios clasicos de
relajatividad in vitro. Dicho estudio nos ha permitido seleccionar de una bateria de
candidatos, agentes de contraste de nueva sintesis basados en gadolinio, los que
mejor potencial han presentado para llevar a cabo estudios in vivo comparandolos con
el agente comercial actualmente disponible para estudios clinicos. Adicionalmente, el
analisis de agentes de contraste dentro de dicha bateria con pequefas diferencias en
su estructura y en las cadenas enlazadoras a sus grupos funcionales nos ha permitido
sugerir que la produccion de IRC esta posiblemente modulada por la interaccion de los
ligandos glucidicos del agente de contraste con los transportadores GLUT en la
membrana de las células, siendo posible que exista una longitud optima de esta
cadena enlazadora que permite maximizar los resultados a obtener. Ademas del valor
de IRC producido (que resulté ser significativamente mejor en los agentes de contraste
candidatos que en el agente comercial disponible), también se detectaron diferencias
en los parametros biofisicos de estos agentes (obtenidos mediante estudios cinéticos
con administracion de contraste), que evidencian sus caracteristicas de agentes de
contraste macromoleculares. Estos estudios también evidenciaron diferencias
relevantes en el comportamiento de los dos agentes de contraste positivos estudiados

in vivo, aunque se trataba de compuestos supuestamente con formula estructural

236



DISCUSION GENERAL

idéntica. Dichas diferencias, relacionadas probablemente con la estabilidad del quelato
de gadolinio en el agente de contraste, podrian ser explicables por diferencias en el
método de sintesis utilizado en cada caso. Asimismo los estudios de biocompatibilidad
y biodistribucion de dichos AC corroboraron lo antes planteado. Asi, se pudo proponer
que el método de sintesis por intercambio de ligandos producia el agente de contraste
mas estable y sus resultados preliminares de biocompatibilidad apuntaron a que
podria ser un candidato de interés en la linea de desarrollo de nuevos agentes de

contraste direccionalizados.

Idealmente, la derivatizacion de dichos agentes de contraste por la inclusion de
distintos glucidos unidos a ellos deberia conferirles cierta vectorializacion hacia las
células tumorales. Hubiera sido interesante evaluar la capacidad de las GNPs
debidamente modificadas para actuar como agentes de contraste en tumores de bajo
grado, accediendo a las células tumorales sin la necesidad de comprometimiento de la
BHE. No obstante, no fue posible evaluar dicha posibilidad por la falta de
disponibilidad de modelos de bajo grado adecuados a dicho estudio. Futuros estudios
en esta linea pueden llevar al desarrollo de un agente de contraste que pueda también
ser utilizado para tumores de bajo grado y sin descartar la posibilidad de incluir en el
agente de contraste agentes terapéuticos, entrando asi en el campo actual de la

teragnosis [188].
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1.

En cuanto a las colonias de animales transgénicos que desarrollan
espontaneamente tumores cerebrales, la penetrancia y desarrollo del fenotipo
tumoral estan influenciadas por distintos factores que no pudimos controlar de
manera satisfactoria en el curso de ésta tesis. Sin embargo, el reducido
numero de GEM total con tumores espontaneos explorados por
IRM/ERM/IERM (36/307) fue de gran utilidad para el trabajo colaborativo en el
grupo [27,28,7,131,21]

Se ha podido desarrollar una linea transplantable a partir de un tumor GEM,
previa optimizacion con modelos de tumor estandar bien caracterizados. Dicha
técnica necesita el paso previo de expansion y cultivo in vitro para su aplicacién
y se ha podido desarrollar hasta primera generacién una linea de tumor glial de
grado intermedio (oligodendroglioma anaplasico).

Se ha desarrollado un método ex vivo para el analisis y seleccion de nuevos
agentes de contraste, utilizando el minimo numero de animales posibles, pero
con una mimetizacion mas eficiente del entorno in vivo en comparacién con los
analisis de relajatividad in vitro. Dicho método ahorra la necesidad de tests
toxicologicos previos y necesita mucho menos material que un analisis
completo in vivo. Ha sido exitosamente aplicado a una bateria de agentes de
contraste positivo, lo que resulté en una seleccion de 2 agentes que resultaron
ser, en efecto, significativamente mejores que el agente de contraste comercial

disponible en la clinica.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO 1: Clasificacion WHO de Tumores del Sistema Nervioso Central [30]

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours
Pllocylic astrocyloma 421/
Pilomyxold astrocytoma 9425:3"
Subependymal giant cell astrocytoma 3edn
Fleomorphic xanthoastrocytoma 942443
Diffuse astrocytoma 240073
Fibrillary astrocytoma Q42003
Gemistocylic astrocytoma 441113
Frotoplasmic astrocytoma 44103
Anaplastic astrocytoma 240173
Glioblastoma S440/3
Giant cell glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 944273
Gliomatosls cerebil 238173

Oligodendroglial tumours

Oligodendroglioma 9450/3
Araplastic oligodendroglioma 45113
Oligoastrocytic fumours
Oligoastrocytoma 9382/3
Araplastic oligoastrocyioma Q38213
Ependymal tumours
Subependymoma 93831
Myxopapllary ependymorma 430411
Ependymoma a30/3
Ceallular 9381/3
Papillary 9393/3
Clear cel 930143
Tanyeytic 9301/3
Araplastic ependymoma 939213
Charald plexus tumours
Chorold plexus papliloma 9390/0
Atypical choroid plecus papilloma 838049°
Chorcid plexus carcinoma 9380/3
Other neurcepithelial tumours
Astroblastoma 94303
Chordoid glioma of the third ventricle 94441
Ardglocantric glioma 43141

! Mphlogy code of the [nismatioen] Claasifeniion of Dssases lar Orcobyy (50.0)
{B14a} nnd S Syviematied Momencisbie of Maders (hllp\somed.org)
Brtavisur s coded (T or Barigs lisowes, ) o ralionand lanass and 11 Y bersderdoe
oF s hitaiour

* T Amlciiend nrniers sre provisenal coces rogosed for the 4t ndion of 0.0, Whilks they
WP rpecied i b noopomied inin S ot 1001 ediion, ey curently mmain mubed ©
A,
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Neuronal and mixed neurcnal-gllal umours

Dysplastic gangliocytoma of cerebeallum

({Lhermitta-Duclos) 449370
Desmoplastic infantie astrocytoma/

ganglioglioma 941211
Cysembryoplasiic neuroepithelal tumour 941370
Gangliocytoma 949210
Ganglioglioma 9505/1
Anaplastic ganglioglioma 950573
Cenfral naurocytoma 9506/1
Extraventricular naurccytoma 95061
Cerebellar liponeurocytoma 9508/1°
Paplilary gllonsuronal tumaour 25097"
Rosette-forming glicneuronal tumour

of the fourth ventricle 9091
Paraganglioma BEBO/1
Tumours of the pineal region
Pineacytoma a3611
Pineal parenchymal tumour of

intermedliate differentiation 936213
Pineablastoma 03623
Papillary tumaur of the pineal region 23953
Embryanal tumours
Kedulloblastomea a4703

Desmoplastic/nodular medulloblastoma 947173

Medulloblastoma with extensive

nodularity M7i3

Anaplastic medulloblastoma M7

Large cell medulloblastoma 947473
CNS primitive neuroectodermal tumour 94733

CHS Neurablastoma 95003

CHS Ganglioneurcblastoma 04003

Medulloepithelioma 950173

Ependymoblastoma 03023
Atypical taratoid [ rhabdold tumour 95083

TUMOURS OF CRANIAL AND PARASPINAL

NERVES

Schwannoma (neurlemoma, neurinomaj

Cellular
Plexiform
Melanotic

Meurofibroma
Plexiform

a580/0
9580/0
9580/0
a5e0vn

954040
95500
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Perineurioma Haemangiopericytoma 815001
Perineurioma, NOS 8571/0 Anaplastic hasmangiopericytoma 915003
Malignant perineurioma 857113 Angiosarcoma 812003

Kaposi sarcoma 514003
Mallgnant perlipharal Ewilng sarcoma - PHNET B364/3
nerse sheath tumour (MPNST)
Epitheliold MPNST 954003 Primary melanocytlc leslons
MPNST with mesenchymal diferentiation  9540/3 Diffuse melanocytosis B728/0
Melanatic MPNST 25403 Melanocytoma 87281
MPMNST with glandular differentiation 954043 Malignant melanoma BT 2043
Maningeal melancmatosis B728/3
TUMOURS OF THE MENINGES Other neoplasms related to the meninges
Hagmangioblastoma #1611

Tumours of meningothelial cells

Meningloma S530/0
Meningothelial 9531/0 LYMPHOMAS AND HAEMATOPOIETIC
Fibrous (fibroblastic) 9532/0 NEOPLASMS
Transitional {mixed) 853710
Psammomatous 85330 Malignant lymphomas 959V
Anglomatous 853470 Plasmacytoma 973/3
Microcystic 9530/0 Granulocytic sarcoma 9930/3
Secratony 25300
Lymphoplasmacyte-rich 8530/0
Metaplastic 953040 GERM CELL TUMOURS
Chordold 85381
Clear cel 85381 Garminoma 8064/3
Atypleal 85391 Embryonal carcinoma BOTON3
Papillary 953813 Yolk sac tumaur a071/3
Rhabdoid 25383 Choriocarcinoma 91003
Anaplastic {malignant) 853013 Teratoma 8080

Mature Q080

Mesenchymal tumours Immature 20803

Lipoma BESOO Teratoma with malignant transtormation  9084/3

Anglolipoma BaE1/0 Mixed germ call Wmour 90853

Hibemoma BEANO

Liposarcoma BAS0:3

Saolitary fibrous tumour 28150 TUMOURS OF THE SELLAR REGION

Fitrosarcoma 2810/3

Malignant fibrous histiocytoma BE3NA Cranlopharyngioma B350

Leiomyoma BEAOD Adamantinomatous 835111

Lelomyosarcoma 88903 Paplliary 83521

Rhabdomyoma BAOOD Granular cell turmour 8582/0

Rhabdomyosarcoma 8003 Fituicytoma 84321

Chondroma g220/0 Spindle cell oncocytoma

Chondrosarcoma g220/3 of the adenohypophysis 829100

Osteoma 91800

Ostecsarcoma 91802

Ostecchondroma 92100 METASTATIC TUMOURS

Haemangioma g120/0

Epitheliok! hasmangioendathelloma 21331
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ANEXOS
ANEXO 2:

Principales resonancias de metabolitos que pueden detectarse por ERM de'H in

vivo a 1,5 T en cerebro humano, normal y/o patolégico (Reproducido de [50,51].

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

ANEXO 3:
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Servei d’Estabulari, UAB Numero: GABRMN __ ~ -10

Protocolo de Inspeccion Semanal de Animales

IP: Colonias (ratones):
C. Aras S(>8 semanas edad ), P y R (>4 semanas edad)
Fecha: Sala: Jaula: Animal: Colab. SE:

/ /

(dd/mm/aaaa)

Observaciones:

Si

Comportamiento anormal

Movilidad anormal

Paresia:

Paralisis:

Anomalias oculares

Crisis epiléptica

Tumoraciones:
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Otras observaciones:

Numero Full Estabulari:
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ANEXO 4

Cultivo de gliosferas a partir de tejido

Material y reactivos

- MEDIO CONTROL (500ML)

ANEXOS

PRoODUCTO CANTIDAD REFERENCIA
DMEM 250ML SIGMA D5671
F12 250ML GIBCO 21765-037
30% GLUCOSA B6ML SIGMA G7021
1M HEPES 2,5ML GIBCO 15630-056
L-GLUTAMINA/ PEN-ESTREPT* 5ML GIBCO 10378-016
HEPARINA 0,2% 1ML SIGMA H3149
BSA (1) 2GR SIGMA B4287
N2 SUPPLEMENT (2) 5ML GIBCO 17502-048

*Pen-estrep= Penicilina/esreptomicina

(1): NO AGITAR DESPUES DE ANADIRLA AL MEDIO, INCUBAR A 37°C HASTA QUE SE DISUELVA
Y LUEGO SE FILTRA TODO POR FILTRO DE 0,2 MICRAS

(2): SE ANADE A LA BOTELLA DESPUES DE FILTRAR

- MEDIO COMPLETO, ANADIR AL MEDIO CONTROL:

PRrRoDUCTO CANTIDAD REFERENCIA SToCK PREPARACION
PARA 50 ML
EGF 20NG/ML 250uL INVITROGEN 53003-018 4uG/ML ALICUOTAR A -20°C
FGF 10NG/ML 20uL SIGMA F0291 25uG/ML | ALICUOTAR A -20°C

- PIPETAS PASTEUR
- PIPETAS

- BISTURIS

- FILTROS ( BD FALCON 40 yMREF 352340 )

- TuBOS CONICOS
-  PUNTAS

- PLACAST75

Procedimiento:
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Disgregar mecanicamente la muestra del tumor (tanto si proviene de muestra
congelada como si proviene del animal sacrificado en ese mismo momento)
con la ayuda de bisturi y pipetas pasteur.
Recoger el tejido con medio control y pasarlo a un tubo cénico.
Centrifugar 8 minutos a 1000g.
Eliminar el sobrenadante y volver a pipetear el pellet para disgregarlo.
Resuspender el pellet en medio completo y sembrar en placas T75 (si se
puede contar 750.000 células/flascon).
Mantener en incubador a 37°C Y 5% 02
Filtrar utilizando filtros de 40uM “caso necesario”.
Estas células seran de pase 0 (PO0).
Pasar las células una vez se hayan formado gliosferas en la quinta division
esto sera el (P1)
Para pasar las gliosferas recoger el medio en un tubo conico.
Anadir un poco mas de medio al frasco o placa para acabar de recoger todas
las gliosferas.
Centrifugar 8 minutos a 750g.
Eliminar el sobrenadante.
Anadir 100ul de medio y pipetear unas 40 veces.
Resuspender en 1ml de medio completo.
Sacar 10uly contar las células vivas con azul de tripan.
Sembrar en las placas que corresponda con medio completo.
o 750.000 células 1T75
o 250.000 células 1T25

259



ANEXOS

ANEXO 5

A la izquierda VOI de adquisiciéon (cuadrado amarillo) para las secuencias IERM (12 ms TEC)
superpuesto a la imagen de adquisicion de referencia (T, HR). EI VOI a mayor aumento se
muestra en el centro, la linea punteada negra marca el limite de la masa anémala. A la derecha
se muestra un mapa en escala de color de la intensidad de DMSO detectada en el VOI 88
minutos tras la administracion. Se puede observar una clara acumulacion del DMSO dentro del

tumor comparado con el parénquima peritumoral.

T,w.HR VOI mayor aumento Mapa DMSO

G2-5912

G3-5912

G4-5912
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G5-5912
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G11-5912

G12-5912

G13-5912

G14-5912

G15-5912
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