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Introduccion

El titulo de la tesis es “Diferenciacidn entre tumor recurrente y radionecrosis por expresiéon
sérica de marcadores inflamatorios en pacientes con gliomas de alto grado”.

Los articulos seleccionados corresponden a trabajos de investigacion y fueron
seleccionados para tener un reporte de caso y su analisis a profundidad, un estudio de
analisis de sobrevida, otro de andlisis discriminante, y otro de investigacion basica, con la
finalidad de poder permitir una discusion acerca de metodologia de la investigacion y
bioestadistica desde diferentes enfoques. Los articulos seleccionados son los siguientes.

1. Diffusion tensor imaging in radiosurgical callosotomy.

2. Choline-to-N-acetyl aspartate and lipids-lactate-to-create ratios together with age
assemble a significant Cox’s proportional-hazards regression model for prediction
of survival in high-grade gliomas.

3. RB mutation and RAS overexpression induce resistance to NK cell-mediated
cytotoxicity in glioma cells.

4. Global diffusion tensor imaging derived metrics differentiate glioblastoma
multiforme vs normal brains by using discriminant analysis: introduction of a novel

whole-brain approach.

En seguida tenemos el manuscrito completo incluyendo el Proyecto de investigacidn

original y los articulos seleccionados.



PROTOCOLO DE INVESTIGACION

RESUMEN

Entre los tumores cerebrales primarios del sistema nervioso central, los
gliomas de alto grado de malignidad son los mas frecuentes y con peor
pronéstico. Su tratamiento convencional consiste en reseccién quirdrgica
amplia, quimio- y radioterapia adyuvantes. A pesar del tratamiento completo,
la recurrencia tumoral es la regla. El diagnéstico diferencial entre recurrencia
tumoral y radionecrosis es dificil cuando se trata de un paciente con glioma
de alto grado ya tratado, que tiene una lesién en la IRM (Imagen de
Resonancia Magnética) que refuerza con el medio de contraste. La evolucién
de los pacientes con recurrencia tumoral o radionecrosis es diferente.
Cuando se trata de recurrencia tumoral la sobrevida es corta a pesar del
tratamiento, mientras que cuando se trata de radionecrosis es un poco mas
prolongada, lograndose la estabilizacion del paciente a corto plazo con
tratamiento. El objetivo de este estudio es determinar la utilidad de las
mediciones de diferentes citocinas séricas para tratar de diferenciar el patron
de cambios de niveles de citocinas en cada caso y para establecer la
diferenciacion de recurrencia tumoral y radionecrosis. Esto basado en que el

proceso inflamatorio en las dos entidades parece ser diferente.



I. INTRODUCCION

Los tumores cerebrales figuran entre las primeras causas de muerte en los
adultos (Deorah, y col.,2006; Chakrabarti, y col., 2005; Mendoza, Cabalé y
Fernandez, 2004; Wrensch, y col., 2002) y son los tumores mas frecuentes
en adolescentes de 15 a 19 afos (Cuevas, Villasis y Fajardo, 2003). El 80%
de este tipo de tumores son oligodendrogliomas y astrocitomas de grado
variable de malignidad. El glioma mas frecuente y maligno es el glioblastoma
multiforme (GBM) o astrocitoma grado IV (Wrensch, y col., 2002; Ohgaki, y
col., 2004; Wrensch, y col., 2005; Ohgaki y Kleihues, 2005; Schwartzbaum, y
col., 2006), cuyo pronéstico a corto plazo sigue siendo malo a pesar de los
avances tecnoldgicos utilizados para su diagnostico y tratamiento (Wara,
1985; Kowalczuc, y col., 1997; Pérez Ortiz, y col., 2001; Mufoz Carmona, y
col., 2005). No obstante, algunos factores asociados a sobrevida elevada en
los pacientes con GBM son: edad menor a 40 anos, indice de Karnofsky
mayor a 70% y la combinacién terapéutica de radio- y quimioterapia (Hou, y
col., 2006).

El aumento de sobrevida proporcionado por la radioterapia es de 100 a 150
% (Sheline, 1977; Walter, y col, 1980; Walter, y col, 1988). Sin embargo, su
uso causa déficit neuroldgico en el 2-5 % de los pacientes (Marks, y col.,
1981; Shapiro, 1982; Halperin y Burger, 1985) y en ocasiones puede producir
rediferenciacion histopatoldgica, lo cual causa controversia de su uso en
pacientes con gliomas de malignidad baja (Imperato, Paleologos y Vick,
1990; Szeifert, y col., 2002).

La meta de los tratamientos con radiacion ionizante es dirigir la mayor

cantidad de radiacién al tumor evitando que la dosis dirigida al tejido cerebral



normal rebase los limites de seguridad. Sin embargo, aun con las dosis
utilizadas convencionalmente, la radiacion causa caida del cabello (epilacién)
temporal o permanente en los pacientes. La mejoria de las técnicas de
radioterapia ha disminuido la aparicion de complicaciones serias, pero sigue
habiendo casos de radionecrosis cerebral. Asi, se han reportado casos de
necrosis masiva (Pennybacker y Russell, 1948). La latencia de radionecrosis
puede acortarse si se sube la dosis administrada, y los cambios histoldgicos
iniciales consisten en pequenos focos de hemorragias en los capilares, y
aumento de la permeabilidad capilar. Estas lesiones se extienden
rapidamente a zonas no irradiadas del cerebro. En etapas tardias, las
lesiones post-radiaciéon se caracterizan por la presencia de gliosis
pronunciada, degeneracién progresiva y esclerosis de los vasos adyacentes.
Las neuronas son afectadas solamente de manera focal y secundaria. Las
meninges y sus vasos sanguineos, asi como las estructuras superficiales
como la corteza se afectan con menor frecuencia (Russell, Wilson y Tansley,
1949). El tiempo de aparicion de las lesiones va de meses a afos después
del tratamiento lo cual puede llevar a un diagndstico erroneo de recurrencia
del tumor original (Crompton y Layton, 1961). Se ha propuesto que las
alteraciones vasculares pueden ser un factor importante en la produccién de
radionecrosis tardia, la cual puede simular una recurrencia del tumor primario
(Ghatak y White, 1969; Eyster, y col., 1974).

Los avances en neuro-radiologia e histopatologia han ayudado a caracterizar
la radionecrosis de una manera mas precisa, ademas de que algunas
intervenciones podrian ayudar a evitar su progresion (Dooms, y col., 1986;

Chiang, McBriede, Withers y col, 1993; Pierre G y Mark G, 2003).



La incidencia de radionecrosis en el sistema nervioso central va del 5 al 24%
aproximadamente dependiendo de la serie, siendo mayor en los estudios
basados en autopsias, siendo la incidencia de edema inducido por radiacion
bastante mas frecuente (Marks, y col., 1981).

Los diversos mecanismos que pudieran contribuir a la neurotoxicidad
inducida por radiacion incluyen dano vascular, dafio a la sustancia blanca y
gris, alteraciones en el sistema de enzimas de la fibrindlisis, y mecanismos
inmunolégicos (Kumar, y cols.,, 2000). En la lesion aguda inducida por
radiacion existe una vasodilatacion transitoria con cambios variables en la
permeabilidad capilar que, en ocasiones, se manifiesta como edema
vasogénico (Husain y Garcia, 1976). Los cambios en la permeabilidad capilar,
en respuesta a la radioterapia del sistema nervioso central conllevan una
variabilidad dependiente del tamafo de las moléculas que lo atraviesan
(Levin, Edwards y Byrd, 1979; Edwards, Levin y Byrd 1979). En las lesiones
cronicas inducidas por radiacion los hallazgos patolégicos son: dafio
endotelial, ectasia vascular y telangiectasias, lo cual provoca aumento de la
permeabilidad capilar y edema vasogénico y citotoxico. Existen cambios
vasculares progresivos que incluyen engrosamiento de la pared del vaso por
hialinizaciéon, con una trombosis resultante, infarto y necrosis (Burger y
Boyko, 1991). Se sabe también que los oligodendrocitos de la sustancia
blanca son extremadamente sensibles a la radiaciéon y que su destruccion
estd asociada a desmielinizacion secundaria (Castel y Caille, 1989; Burger y
Boyko, 1991). En relacion a las alteraciones metabdlicas, se ha descrito
disminucion en la glucdlisis, con disminucion en el consumo de glucosa, que

se correlaciona con disminucién de glucosa y oxigeno en los estudios de PET



(Di Chiro, y col., 1988). Sawaya estudié especimenes de tejido cerebral
necroético obtenido de pacientes radiados encontrando ausencia de activador
tisular de plasmindgeno y exceso de activador urocinasa del plasminégeno.
La primera enzima afecta al fibrindgeno durante la coagulacion sanguinea,
mientras que la segunda, esta activa durante la protedlisis extracelular. Los
cambios encontrados en forma concomitante pudieran contribuir al edema
citotoxico y al desarrollo de necrosis tisular (Sawaya, 1990).

Las variantes de radionecrosis mejor descritas presentan dos patrones: son
en “queso Suizo” y en “burbujas de jabdén”. El primero, se observa como
alteracion difusa de la sustancia blanca y la corteza adyacente que provoca
reforzamiento de sus margenes, entremezclado con focos de necrosis. El

segundo, es similar, pero mas pequefio (Kumar, y col., 2000).

Se ha evaluado la utilidad de diversos estudios de neuroimagen y medicina
nuclear para diferenciar radionecrosis y recidiva tumoral en pacientes con
gliomas malignos. Durante los ultimos 40 afios, el estudio de tomografia por
emisién de positrones, PET (del inglés “positron emission tomography”) ha
dejado de ser una herramienta utilizada exclusivamente en investigacion para
convertirse en una modalidad de imagen con valor clinico. En la actualidad
hay una amplia gama de equipos de PET que incluyen sistemas de
complejidad variable (Fahey, 2003). De igual manera, la radioquimica
asociada al PET ha ido madurando durante los ultimos 20 afios. Los cuatro
radiotrazadores mas utilizados en PET son: Fluoro-18 ('8F), Carbono-11 (11C),
Nitrégeno-13 (3N) y Oxigeno-15 (°0). Estos radionuclidos son isétopos de

elementos que se encuentran comunmente en los compuestos bioldgicos



(carbono, nitrdgeno y oxigeno) o sirven como un reemplazo isotérico para el
hidrogeno. Los radiotrazadores mas utilizados son "'C y 18F, dado que su vida
media es mas larga que la de sus congéneres. En oncologia el radiofarmaco
mas utilizado es el F-18 fluorodesoxiglucosa (FDG), el cual es sintetizado de
manera rutinaria utilizando ['8F] fluoruro en una reaccion de desplazamiento
fluoro- por- alkil sulfonato Sn2.

La elevada captura de FDG a nivel cerebral de manera normal hace que la
interpretacion de las imagenes sea dificil en algunos casos. Esto llevo al
desarrollo de nuevos radiofarmacos cuya captura o localizacion se basara en
el uso una molécula diferente a la glucosa y que tuviera mecanismos
diferentes. Esto es particularmente verdadero en aplicaciones oncoldgicas,
en donde los trazadores del PET han sido desarrollados para seguir la
sintesis de proteinas o de acido desoxirribonucléico (DNA).

Se ha desarrollado una gran cantidad de aminoacidos marcados con la
intencion de medir los indices de sintesis de proteinas utilizando PET
(Mason, y Mathis, 2003), tales como [S-metil-1'C]-L-metionina y [carboxi-1'C]-
L-metionina, los cuales han mostrado ser utiles para delimitar tejido tumoral
(Derlon 1997; Chung 2002).

A pesar de que el numero de radiotrazadores para PET esta en el rango de
los cientos, aun queda mucho trabajo por desarrollar y en México se contaba
solamente con FDG-glucosa hasta hace unos pocos anos.

Tsuyuguchi y colaboradores evaluaron la utilidad clinica del Met-PET para la
diferenciacion entre glioma maligno recurrente (GMR) y necrosis post-
radiacion (NPR) después de radiocirugia estereotactica. Estudiaron 11

pacientes con gliomas de grados Ill o IV, los cuales habian sido sometidos a



radioterapia concluyendo que el Met-PET es un estudio sensible y preciso
para lograr la diferenciacién (Tsuyuguchi, y col., 2004).

Patronas y colaboradores reportaron los resultados preliminares después de
evaluar cinco casos de pacientes con diagnostico inicial de astrocitomas
grado IlI, quienes posteriormente presentaron deterioro neuroldgico
encontrando que el PET con FDG-glucosa fue util para diferenciar los casos
de radionecrosis de los de recurrencia tumoral. Todos los casos fueron
confirmados histolégicamente mediante biopsia o autopsia (Patronas, y col.,
1982).

Valk y colaboradores utilizaron PET con rubidio-82 (82Rb) y fluor-18-
fluorodesoxiglucosa ('8FDG) para diagnosticar recurrencia de tumor activo y
para diferenciar la lesién secundaria a radiacion intersticial en gliomas
malignos, encontrando que la naturaleza funcional del PET permite hacer la
diferenciacion que no se logra en los estudios anatomicos de neuroimagen
(Valk, y col., 1988).

Ricci y colaboradores concluyeron en su estudio que el PET-FDG tiene una
utilidad limitada para la diferenciacion entre recurrencia tumoral y
radionecrosis, encontrando que se pueden presentar tanto falsos positivos
como falsos negativos que contribuyen a valores inaceptablemente bajos de
sensibilidad y especificidad (Ricci, y col., 1998).

En otro estudio realizado por Thompson y colaboradores se concluyé que el
PET-FDG es insuficiente para diferenciar entre radionecrosis y progresion
tumoral (Thompson, Lunsford, y Kondziolka, 1999).

Se han realizado mas estudios para valorar la utilidad del PET ya sea con

FDG o con Metionina para lograr el diagndstico diferencial con resultados
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variables (Lilja, y col., 1989; Ogawa, y col, 1991; Dethy, y col. 1994; Ogawa, y
col., 1995 A; Ogawa, y col., 1995; Sonoda, y col., 1998; DeWitte, y col. 2001;
Tsuyuguchi, y col., 2003).

Chao y colaboradores hicieron una gran aportacion al demostrar que al hacer
un co-registro entre la IRM y el PET-FDG se mejora la sensibilidad,
haciéndolo una herramienta util para diferenciar entre radionecrosis y
recurrencia de metastasis cerebrales (Chao, y col., 2001).

En algunas ocasiones no son suficientes las secuencias convencionales de
IRM para lograr diferenciar entre dos entidades diferentes. Tal es el caso de
la radionecrosis y la recurrencia tumoral, en el cual es necesario hacer uso de
técnicas de imagen molecular como la espectroscopia (Bruhn, y col., 1989;
Leyten, y col., 1990; Gill, y col, 1990; Sappey-Mariner, y col., 1992; Fulham, y
col., 1992; Castillo, Kwock, y Suresh, 1996; Hyun, y col., 1997;). Mediante
este estudio es posible saber la composicion molecular de la estructura que
se esta analizando ya que da un patrén muy caracteristico en cada caso. Asi,
es posible diferenciar lesiones inflamatorias de neoplasias malignas o
benignas y de lesiones inducidas por radiacién (Glickson, 1989; McBride, y
col., 1995; Castillo, Kwock, y Kim, 1998; Andrew, y col., 1998; Meng, y col.,
2002; Ping, y col., 2002).

La espectroscopia por IRM ha sido utilizada para intentar predecir la
naturaleza de la patologia y la evolucidn clinica en pacientes con tumores
cerebrales. Lin y colaboradores reportaron que en el 96% de los casos
estudiados se logré establecer una prediccidn precisa con este método (Lin,

Bluml, y Mamelak, 1999).
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Wald y colaboradores reportaron la utilidad de la espectroscopia por IRM
para detectar cambios metabdlicos después del tratamiento de tumores
cerebrales. La espectroscopia mostro diferencias significativas entre la
presencia de tumor residual o recurrente y la necrosis inducida por radiacion.
Las regiones con niveles anormalmente elevados de colina (Cho),
consistentes con viabilidad tumoral, fueron detectados mas alla de las
regiones que reforzaban con contraste. Reportaron cambios en los estudios
subsecuentes de espectroscopias después del tratamiento reflejando una
alteracion del metabolismo. Estos cambios incluyeron una reduccion
significativa de Cho después del tratamiento, indicando la transformacién del
tumor en tejido necrético. Asimismo, los pacientes con progresion clinica
presentaron incremento de niveles de Cho en sitios que previamente
aparecian con niveles normales o de necrosis (Wald, y col., 1997).

En un estudio realizado por Dowling y colaboradores se correlacionaron los
niveles de metabolitos de la espectroscopia por resonancia magnética
preoperatoria con los hallazgos histopatoldégicos de la biopsia guiada por
imagen. Todas las lesiones estudiadas mostraron un espectro anormal en
comparacion con el parénquima normal. Cuando el patron de los metabolitos
de la espectroscopia consistio en una elevacion anormal de la colina Cho y
disminucién del N-acetil aspartato (NAA), los hallazgos histolégicos de la
biopsia invariablemente fueron positivos para tumor. Cuando la Cho y el NAA
estaban por debajo del rango normal, los hallazgos histologicos fueron
variables, yendo desde radionecrosis, astrogliosis e infiltracion por
macrofagos hasta tejidos mixtos que contenian grados bajos, intermedios o

altos de tumor (Dowling, y col., 2001).
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La difusion por IRM es fundamentalmente diferente a las secuencias de T1y
T2 de la IRM. De hecho, los principios fisicos que subyacen a la difusién
hacen que sea mas facil de entender. Las secuencias de T1y T2 de IRM se
basan en el tiempo que se tardan las moléculas en regresar a su estado
original de reposo después de haber recibido una serie de excitaciones. La
difusiéon de la IRM se basa en la habilidad para pintar visualmente la
velocidad relativa a la cual las moléculas de agua difunden en el tejido. En el
cerebro humano la difusion es mayor en los ventriculos donde hay pocas
barreras para la difusion de las moléculas de agua. La difusion de las
moléculas en el parénquima cerebral es significativamente mas lenta debido
a la presencia de varias estructuras como membranas y capas de mielina,
que impiden la translacion de las moléculas de agua. De esta manera, los
ventriculos apareceran hipointensos en relacion al parénquima cerebral
(Holodny y Ollenschlager, 2002).

Existen estudios como el de Kumar y colaboradores que enfatizan la
dificultad que existe en la diferenciacion de estas dos entidades mediante el
uso de resonancia magnética. Ellos estudiaron una cohorte de 148 pacientes
con diagndstico de glioma maligno, y que se trataron con radioterapia
acelerada y carboplatino concomitante, seguido de quimioterapia con
procarbazina, lomustina y vincristina. Les hicieron un seguimiento estrecho
con imagenes de resonancia magnética y confirmaron diagndstico de
radionecrosis histolégicamente en 36 pacientes. Las imagenes en secuencia
de T2 no fueron utiles para diferenciar radionecrosis de recurrencia tumoral.
Las caracteristicas comunes y poco comunes de la radionecrosis las

describen como presencia de radionecrosis simulando una recurrencia
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tumoral en el sitio de la cavidad quirurgica del tumor original, distante al tumor
original pero ipsilateral, o en el lado contralateral, y de multiples masas de
radionecrosis simulando metastasis multiples o esclerosis multiple (Kumar, y
col., 2000).

Sugahara y colaboradores estudiaron los indices de volumen sanguineo
cerebral relativo o rCBV (del inglés “relative cerebral blood volume”) y los
indices de Thalio del estudio de tomografia por emisiéon de fotén unico con
201T] (201TI-SPECT) en 20 y 12 pacientes respectivamente, para determinar si
las imagenes que reforzaban en la resonancia magnética se trataban de
recurrencias o no. Solamente en cinco casos hubo una verificacion
histolégica del resultado final, mientras que en el resto de los casos el
diagndstico final se definid de acuerdo a la evolucion por imagen de
resonancia magnética, tomandose como recurrencia si habia crecimiento de
la lesion o como tejido con reforzamiento no neoplasico si habia estabilidad o
disminucién de tamafo. Los resultados demostraron que si los rCBV
normalizados eran mayores a 2.6 o menores a 0.6, las lesiones que
reforzaban se trataban de recurrencia o tejido no neoplasico respectivamente.
Todas las lesiones no neoplasicas con reforzamiento tuvieron un indice de
Thalio bajo, mientras que tres de cuatro recurrencias tuvieron un indice alto.
La conclusion del estudio es que si una lesion con reforzamiento presenta el
rCBV normalizado mayor a 2.6 o menor a 0.6 puede sugerir recurrencia o
tejido no neoplasico respectivamente sin que sea necesario realizar un
examen con 201T|-SPECT. Sin embargo, cuando el resultado se encuentra
entre estos dos numeros, el uso de 201TI-SPECT puede ser util en la

diferenciacion (Suguhara, y col., 2000).

14



Los estudios de IRM con difusiéon pueden ayudar a estudiar las
caracteristicas propias del tumor y ayudar a diferenciarlo de abscesos
cerebrales (Krabbe, y col., 1997; Kim, y col., 1998).

Hein y colaboradores mostraron que el estudio de difusion es util para
diferenciar recurrencia o no recurrencia de un tumor. Ellos midieron los
coeficientes aparentes de difusion o ADC (del inglés “apparent diffusion
coefficient”) por resonancia magnética (IRM) para caracterizar y diferenciar
las caracteristicas morfologicas del edema, la necrosis y el tejido tumoral en
pacientes con gliomas de alto grado ya tratados. Hicieron un estudio
retrospectivo de 18 pacientes que presentaban areas de reforzamiento con el
contraste en las IRM. Midieron tanto los valores ADC como los indices ADC
(ADC de lesidn con reforzamiento a ADC de la sustancia blanca contralateral)
y los compararon contra el resultado del diagndstico final. La recurrencia fue
establecida ya sea por examen histopatolégico o por el curso clinico de la
enfermedad en combinacion con los estudios de imagen (siete y 11 pacientes
respectivamente). Los pacientes con recurrencia y no recurrencia pudieron
diferenciarse utilizando las medias de los valores ADC asi como los indices
ADC. Los indices ADC en el grupo de recurrencia fueron significativamente
menores a los del grupo de no recurrencia (Hein, y col., 2004).

Chan y colaboradores demostraron que los ADC de las lesiones inducidas
por radiacién fueron significativamente mayores que las del parénquima
cerebral normal. Encontraron una asociacién entre los ADC bajos en las
zonas con reforzamiento de contraste y el deterioro morfolégico (Chan, y col.,

2003).
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A pesar de los avances en los estudios de imagen y medicina nuclear antes
mencionados, no se ha logrado diferenciar entre radionecrosis y recurrencia
tumoral de una manera fidedigna. La controversia en el alcance real de todos

los estudios mencionados aun permanece.

Existen marcadores séricos que apoyan la presencia de procesos
inflamatorios activos en el cerebro, secundarios a la presencia de un tumor,
tales como las interleucinas proinflamatorias (IL-1, IL-4, y FNT-alfa), asi como
el 6xido nitrico.

El 6xido nitrico (NO), cuya estructura quimica es la de un gas radical simple
soluble en agua vy lipidos, actua en el cerebro como un segundo mensajero
intraneuronal asi como neurotransmisor. EI NO cerebral se forma del
aminoacido arginina por accion de la sintasa de oxido nitrico tipo | (NOS-1).
La NOS-1 esta presente en algunas regiones del cerebro, particularmente: el
estriado, el hipotalamo, el I6bulo orbitario y el cerebelo. La via metabdlica
mas conocida como productora de NO, comienza con la activacion del
receptor para glutamato del N-metil-D aspartato (NMDA). La activacion de
este receptor, ocasiona el influjo de calcio hacia la neurona y la activacion por
calcio de la NOS-1, que genera NO a partir de la arginina, la cual a su vez se
forma a partir de la citrulina. EI NO intraneuronal actua en la molécula de
hierro contenida en la guanilato ciclasa e interviene en la formacion de
guanosin monofosfato ciclico (GMPc), una potente molécula que actua como
segundo mensajero, ésta activa a proteincinasas especificas y conduce en
ultima instancia a la desfosforilacion de las cadenas ligeras de miosina

produciendo relajacion muscular, lo cual, se traduce en mayor perfusion
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regional (Moncada, 1993; Anggard, 1994; Morikawa, 1994; Gally, 1990;
ladecola 1994). Debido a sus propiedades gaseosas, el NO puede difundir
también a las neuronas adyacentes, en las que también resulta en la
formacion de GMPc. El metabolismo del éxido nitrico, da lugar a nitritos y
nitratos, los cuales pueden medirse en plasma, orina, o liquido
cefalorraquideo (Pérez-Neri, 2006).

Eventos tales como el ejercicio, la diarrea y la fiebre incrementan los niveles
de dichos metabolitos (Moncada, 1993); asi mismo, se elevan en
enfermedades inflamatorias; los resultados obtenidos en padecimientos
neurodegenerativos son controvertidos (Farrel, 1992; Milstien, 1994; |keda,
1995). A diferencia de otros neurotransmisores, el NO no se almacena en
vesiculas sinapticas, ni se libera necesariamente con la despolarizacién. Sus
receptores son, posiblemente, el hierro y otras moléculas reactivas, y no los
receptores protéicos convencionales.

En la actualidad, un método utilizado con frecuencia para evaluar si existe
participacion del o6xido nitrico en las enfermedades del sistema nervioso
central es la medicion de sus metabolitos (nitritos y nitratos), en liquido
cefalorraquideo, mediante la técnica conocida como cromatografia de fase
reversa con deteccion ultravioleta (Zecca, 1998).

Clasificar las citocinas es dificil, pero, se pueden agrupar en 4 grupos
funcionales de acuerdo al sitio o fase especifica de la respuesta inmune en la
que actuen , asi: 1. Citocinas pro-inflamatorias, actuan en la respuesta
inmune innata, inespecifica o inflamacion. 2. Citocinas que favorecen el

desarrollo de inmunidad celular y/o citotdxica. 3. Citocinas que favorecen la
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produccion de las diversas clases de inmunoglobulinas o Inmunidad Humoral
y 4. Citocinas con funciones extra-inmunolégicas y/o homeostaticas.

1. Citocinas en Inflamacion: Las principales citocinas que actuan en la
respuesta inespecifica o inflamacién son: Interleucina 1, Factor de Necrosis
Tumoral Alfa, Interleucina 8, Interleucina 12, Interleucina 16 e
Interferones10,11, 12, todas ellas son pro-inflamatorias. IL-6 e IL-12, ademas,
actuan en la inmunidad especifica, IL-6 es un factor autocrino de linfocitos B
mientras que IL-12 estimula la inmunidad celular citotéxica.

2. Dos son las principales citocinas de Inmunidad Celular o Th1: Interferén
gamma o tipo 2, llamado también interferén Inmune porque solo es producido
por células inmunoldgicas activadas; la otra citosina es Interleucina 2 o Factor
de Crecimiento de Células T (IL-2 o TCGF). IFN-alfa es el principal activador
de macrdéfagos y células citotéxicas T y NK. Interesantemente IFN alfa tiene
accion en la Inmunidad Humoral, induciendo la produccién de IgG. IL-2
descubierta en 1977 por Robert Gallo (co-descubridor del VIH) es el factor
autocrino de crecimiento de las células T, esencial para mantener viables los
cultivos de linfocitos T, también genera células citotoxicas especialmente NK
y macrofagos antitumorales) (Barksby HE, 2007).

3. Citocinas de Inmunidad Humoral: La Inmunidad humoral se caracteriza por
la secrecion de anticuerpos por los linfocitos B o células plasmaticas, las
cuales son moduladas por las siguientes citocinas: Interleucina 4 o factor
estimulante de células B (IL-4 o BCSF), Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 6
(IL-6), Interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13). Estas linfocinas son
secretadas por linfocitos del tipo Th2, linfocitos B, mastocitos, eosinodfilos y

algunas por macroéfagos (IL-6, IL-13)
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4. Las que tienen poco efecto por si solas pero que inhiben o hacen sinergia
funcional de otras citocinas (stem cell factor (SCF), IL-6, IL-1) (Dinarello CA,
2005)

En este trabajo se puso énfasis en IL-1, IL-4 y FNT-alfa, ya que estos
marcadores séricos apoyan la presencia de procesos inflamatorios activos en
el cerebro, secundarios a la presencia de un tumor.

La IL-1 es un mediador clave en la respuesta inflamatoria ocasionando fiebre,
neutrofilia y produccion de proteinas de fase aguda. Codificada en el
cromosoma 2, histéricamente fue una de las primeras citocinas descubiertas.
La IL-1 es liberada por los macréfagos, monocitos, y células dendriticas en
respuesta al factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa). Se conocen tres
formas:

La IL-1a es mayormente intracelular y termina adherida a la membrana
celular con efectos paracrinos en el entorno de la célula secretora
(Chakrabarti I, 2005).

La IL-1B es secretada a la circulacion e interacciona con dos tipos de
receptores: Tipo |: se encuentran sobre la mayoria de las células del cuerpo y
parece ser el mediador de las respuestas clasicas de la IL-1; Tipo Il: se
encuentran sobre linfocitos B, neutréfilos, monocitos y células de la médula
o0sea (Mendoza A, 2004).

La IL-1RA Es inhibitoria sobre las otras dos formas actuando como
antagonista impidiendo la unién de IL-1a y B a sus respectivos receptores.

La interleucina-1 tiene acciones estimuladoras, asi como inhibitorias, sobre
diversos tipos celulares e incluso promueve la apoptosis de otras. Entre sus

funciones principales estan:
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Efectos pro-inflamatorios producto de la liberacion de histamina por
mastocitos, causando vasodilatacién y los signos de inflamacion localizada.
Tiene actividad quimotactica sobre los granulocitos.

Es un pirégeno endégeno causando fiebre por liberacién de prostaglandinas.
Junto con la IL-6 causa elevacion de las proteinas hepaticas de fase aguda
(fibrindgeno y proteina C reactiva).

Actua sobre el sistema nervioso central produciendo suefio y anorexia
durante procesos infecciosos por el efecto del éxido nitrico. Ese mismo efecto
inhibe la contraccion de la musculatura lisa de las arterias y del musculo
cardiaco.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF a) es una hormona glicopeptidica
formada por 185 aminoacidos, que procede de un propéptido formado por
212 aminoacidos. Algunas células sintetizan isoformas mas cortas de la
molécula. Genéticamente el TNF esta relacionado con el cromosoma 7p21.

El TNF a esta relacionado con el endotelio y otros tejidos en el transcurso de
distintas agresiones celulares como infecciones. Su estimulacion esta
relacionada con otros mediadores celulares como la interleucina 1 y
endotoxinas bacterianas.

El TNF ejerce distintas funciones en diferentes érganos, como la activacion
de la produccion de otros mediadores como las interleucinas 1 a la 6.

En el hipotalamo: Estimula el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal estimulando
la liberacion de hormona liberadora de corticotropina.

En el higado, estimula de respuesta aguda de la inflamacioén, activando la
sintesis de proteina C reactiva y otros mediadores celulares.

En otros 6rganos: Aumenta la resistencia a la insulina.



La liberacion de TNF-a produce activacién local del endotelio vascular,
liberacién de éxido nitrico con vasodilatacién y aumento de la permeabilidad
vascular, que conduce al reclutamiento de las células inflamatorias,
inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de los linfocitos T
y B. También aumenta la activacion y adhesion plaquetaria y, probablemente,
la oclusion vascular sea la causa de la necrosis tumoral, de donde proviene
su nombre. Las funciones del TNF se deben a su unién a 2 receptores

celulares diferentes que se localizan en diferentes células como neutrofilos.

En este trabajo evaluaremos la utilidad de la determinacion de marcadores

séricos para la diferenciacion entre radionecrosis y recurrencia tumoral.

Il. ENUNCIADO DE INVESTIGACION

a) Las citocinas inflamatorias son diferentes en los sujetos sanos en
comparacion con los pacientes con gliomas de alto grado.

b) Las citocinas inflamatorias son diferentes en los pacientes con recurrencia

tumoral en comparacion con los pacientes con radionecrosis.

lll. JUSTIFICACION
En la actualidad, la diferenciacién entre radionecrosis y tumor recurrente en
los pacientes con gliomas de alto grado tratados con radioterapia fraccionada
es dificil a pesar de los avances en neuroradiologia y medicina nuclear.

Esta dificultad en la diferenciacion se debe a que ambas lesiones
comparten varias similitudes tales como la proximidad al sitio del tumor

original, areas en secuencia T2 de la resonancia magnética que pudieran
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consistir en varios grados de edema vasogénico, gliosis y neoplasia,
reforzamiento subsecuente a la administracién de gadolineo y diferentes
grados de efecto de masa.

Esta diferenciacion es importante ya que en caso de diagnosticarse
radionecrosis el tratamiento puede variar e ir desde observacién, tratamiento
con corticoesteroides a dosis elevadas o tratamiento antiedema, hasta la
reseccion quirurgica del area necrética en los casos extremos. Por otro lado,
en caso de diagnosticarse recidiva tumoral, esto nos obliga a ofrecer un
tratamiento mas radical como pudiera ser una cirugia resectiva nuevamente,
en caso de estar accesible y en area no elocuente, o una reirradiacién con
terapia conformal fraccionada o con radiocirugia.

Este estudio es innovador ya que no se han reportado estudios que
comparen los niveles de citocinas en pacientes con gliomas de alto grado y
radionecrosis.

No hay estudios en relacion a la medicion de marcadores bioquimicos con la

intencién de diferenciar entre radionecrosis y recurrencia tumoral

lll. OBJETIVOS
General:

- Determinar la utilidad de los niveles séricos de citocinas
proinflamatorias para diferenciar entre radionecrosis y recurrencia
tumoral.

Especificos:

- Determinar los niveles séricos de las citocinas en sujetos sanos
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- Determinar los niveles séricos de las citocinas en pacientes con
gliomas de alto grado

- Comparar los niveles séricos de citocinas en una cohorte de pacientes
con glioma de alto grado seguidos en el tiempo y que desarrollan

recurrencia tumoral o radionecrosis

IV. HIPOTESIS

Hipotesis nula: La determinacion de los niveles séricos de TNF-alfa e IL-1
beta, IL-6, IL-8, IL-10 e IL 12 es igual en pacientes con recurrencia tumoral y
pacientes con radionecrosis.

Hipotesis alterna: La determinacion de los niveles séricos de TNF-alfa e IL-1
beta, IL-6, IL-8, IL-10 e IL 12 es diferente en pacientes con recurrencia

tumoral y pacientes con radionecrosis.

V. MATERIAL Y METODOS

A. DISENO

Estudio diagndstico.

Primera parte: Disefio Transversal Analitico. Comparacién de sujetos sanos
con pacientes con gliomas de alto grado.

Segunda Parte: Disefio de mediciones repetidas (seguimiento de pacientes
hasta desarrollo de radionecrosis o recurrencia tumoral).

B. POBLACION

Pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

Criterios de Seleccion

1. Criterios de Inclusion
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1. Con diagndstico histopatoldogicamente confirmado de glioblastoma
multiforme o astrocitoma anaplasico.
2. Que hayan recibido radioterapia como tratamiento adyuvante.
3. Que acepten participar en el estudio mediante la firma del
consentimiento informado (Ver Anexo 1).
2. Criterios de Exclusion
1. Que no acepten participar en el estudio.
3. Criterios de Eliminacion
1. Que presenten hemdlisis de la muestra de suero.
2. Que presentan alguna enfermedad infecciosa al momento de la

toma de la muestra de sangre.

C. TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluiran 10 pacientes como estudio piloto.

D. VARIABLES

Variable Dependiente:

Niveles séricos de TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12
Variables independientes:

Tipo de Paciente (recurrencia vs radionecrosis)

Otras variables:

Sexo

Edad

indice de Masa Corporal

Ver Tabla 1.
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E. METODOS

Primera parte:

Se mediran las citocinas séricas en 10 sujetos sanos y en 10 pacientes con
gliomas de alto grado, y se compararan los resultados.

Segunda parte:

Al incluir a cada paciente, se tomara una muestra de sangre periférica para la
determinacién de las citocinas mencionadas antes de operarse y antes de
recibir cualquier tratamiento. De manera paralela se mediran las mismas
citocinas en sujetos sanos como controles como fue sugerido por el comité
evaluador.

Una vez tratado el paciente con radiacion ionizante, después de haber sido
diagnosticado y operado, se tomara muestra de sangre para la medicion de
los marcadores bioquimicos que se tomaran en cuenta como mediciones
basales. Posteriormente se tomaran muestras nuevamente a los 3, 6, y 9
meses. Finalmente, cuando en alguno de los estudios de resonancia de
control, que se toman de rutina cada tres meses, se presente una zona de
reforzamiento que obligue a diferenciar entre recurrencia tumoral y
radionecrosis, se realizaran los estudios que en seguida se mencionan, y se
seguira en el tiempo de manera longitudnal para determinar la evolucion la
cual se utilizarda como estandar, utilizaremos como referencia la sobrevida del
paciente. Se dividiran en pacientes con sobrevida corta y sobrevida larga
tomando como punto de corte la mediana de sobrevida. Los primeros se
tomaran en cuenta como recurrencia tumoral, mientras que los segundos
como radionecrosis.

Determinacion de los marcadores séricos inflamatorios. Ver Anexo 1.
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F. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis descriptivo utilizamos media y desviacion estandar para edad,
IMC y niveles de citocinas séricas, asi como minimo y maximo.

Utilizamos Prueba Exacta de Fisher para comparacion de sexo entre sujetos
sanos y pacientes.

Utilizamos la Prueba de U de Mann-Whitney para comparacion de IMC en
ambos grupos, asi como para la comparacion de citocinas.

Usamos la Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para comparacion entre

niveles de citocinas basales y citocinas a los 3 meses, y basales y 6 meses.

G. RESULTADOS PRELIMINARES

Primera Parte

Se estudiaron siete sujetos sanos y seis pacientes con glioblastoma.
Descripcion de los pacientes sanos

De los siete pacientes sanos, fueron 5 (71.4%) mujeres y 2 (28.6%) hombres.
La media de edad fue de 39.4 afios (minimo de 28 y maximo de 62, DE 12.8).
El IMC tuvo una media de 25.6 (minimo 20.05 y maximo de 36.26, DE 5.2).
En la siguiente Tabla se muestran los resultados de las diferentes citocinas
medias. Ver Tabla 2.

Descripcion de los pacientes con gliomas de alto grado

De los seis pacientes con tumor, fueron 2 (33.3%) mujeres y 4 (66.7%)
hombres. La media de edad fue de 44.2 anos (minimo de 26 y maximo de
65, DE 14.0). EI IMC tuvo una media de 28.0 (minimo 22.65 y maximo de
37.11, DE 6.2). En la siguiente Tabla se muestran los resultados de las

diferentes citocinas medias. Ver Tabla 3.



Comparacion de sujetos sanos con pacientes con glioma de alto grado
En el grupo de sujetos sanos hubieron 5 mujeres y dos hombres, mientras
que en el de pacientes con glioma de alto grado fueron 2 mujeres y 4
hombres (Prueba Exacta de Fisher, p = 0.286).

La media de edad para los sujetos sanos fue de 39.4 afos, mientras que para
los pacientes fue de 44.2 afios (Prueba U de Mann-Whitney, p = 0.534).

La media del IMC en los sujetos sanos fue de 25.6 y para los pacientes de
28.0 (Prueba U de Mann-Whitney, p = 0.534).

En la Tabla 4 se muestran las comparaciones de las citocinas entre ambos
grupos.

No encontramos diferencias significativas entre ambos grupos.

Segunda parte

Se compararon los niveles séricos de citocinas de los pacientes con glioma
de alto grado en diferentes tiempos a los 3 y 6 meses. Ver Tablas 5y 6. En la
Tabla 7 podemos ver las comparaciones de citocinas entre la basal y los 3
meses, en tres pacientes, utilizando la Prueba de rangos con signo de
Wilcoxon, mientras que en la Tabla 8 podemos ver la comparacion entre

niveles basales de citocinas y niveles a los 6 meses.

H. CONCLUSIONES
Se trata de un estudio en el cual encontramos una tendencia a encontrar
niveles mas elevados de IL-10 en pacientes con gliomas de alto grado en

comparacioén con los sujetos sanos.
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La principal limitante del estudio es la muestra tan pequefa con la que

contamos.
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H. ANEXOS

Anexo 1. Determinacién de Marcadores Séricos de Inflamacién

Factor de necrosis tumoral alfa IL-1 beta, IL-6, IL-8. IL-10, IL-12: mediante
kits especifios. El ELISA (del inglés “enzyme linked immunosorbent assay) se
llevara a cabo mediante el uso de anticuerpos monoclonales que se revelan
con anticuerpos secundarios o acoplados a una enzima que a su vez se
haran reaccionar con un sustrato para evaluar el nivel de interleucinas
mediante lectura de DO en el espectrofotometro, el método se realizara de
acuerdo a las instrucciones del fabricante de los kits. que utiliza como
anticuerpo de captura un monoclonal especifico para TNF alfa humano
(61E71) y como segundo anticuerpo, un policlonal de conejo anti-TNF-alfa
humano purificado por inmunoafinidad (Hy cult biothecnology b.v., Uden,
Holanda). Placas de 96 pozos (Costar, USA) se recubren con el anticuerpo
61E71 82.5 microg/ml) diluido (1:1000) en buffer fosfato (PBS), por
incubacion durante 18 h a 4°C en camara humeda. Luego se decanta el
contenido de las placas y se adicionaron 125 microlitros/pozo de PBS con
albumina de suero bovino (ASB) al 1% y se incuba por 90 min a temperatura
ambiente. Al término de esta incubacion, se elimina el contenido de las placas
y se adicionan las muestras a evaluar, asi como la curva patrén de TNF-alfa
humano (10 ng a 25 pg/ml), obtenida por dilucién seriada 1:2 en PBS con
BSA al 0.1%. Las placas se incuban por 1 hora a temperatura ambiente, se
decanta su contenido y se adiciona el anticuerpo policlonal de conejo anti-
TNF diluido (1:1000) en PBS con ASH al 0.1%. Luego se deshecha el
contenido de los pozos y se adicionan 100 microl de anticuerpo de carnero

antiinmunoglobulina de conejo conjugado a peroxidasa (anticonejo
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peroxidasa), diluido 1:5000 en PBS con ASB al 0.1%. La placa se incuba por
una hora a temperatura ambiente, se decanta su contenido y se lava 5 veces
con Tween 20 al 1% en agua destilada y se mantuvo en reposo durante 1
minuto entre cada paso de lavado. La actividad de peroxidasa se determino
por adicion de la solucién sustrato [dihidrocloruro de 3,3, 3,5 -
tetrametilbencidina (Sigma St. Louis, MO)] al 0.01%, peroxido de hidrégeno al
0.025, en solucidon tampodn citrato-fosfato 0.05 M pH 5,5. Transcurridos 15
minutos a temperatura ambiente, deteniendo la reaccién por adicion de 100
microlitros/pozo de acido sulfurico 1 M. La absorbancia se determind por
espectrofotometria a 450 nm en un lector de placas (sensident Scan, Merck,
Alemania). EI minimo nivel de deteccion utilizado fue de 25 pg/ml. Los valores

inferiores a esta concentracion se consideraron indetectables.
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Anexo 2. Carta de Consentimiento Informado

Titulo del Estudio de Investigacion:

Diferenciacion entre tumor recurrente y radionecrosis por expresion seria de

marcadores inflamatorios en pacientes con gliomas de alto grado

Investigador Principal: Dr. Sergio Moreno Jiménez (Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia MVS, Unidad de Radioneurocirugia).

Propésito y Bases del Estudio: Este es un estudio a cerca de la

ddiferenciacion entre actividad tumoral y cambios por radiacién en pacientes

con gliomas de alto grado previamente radiados. El propdsito de este estudio
es aprender cual de los marcadores en sangre es el mas util para lograr esta
diferenciacion.

Procedimiento: Si yo acepto participar, las siguientes cosas sucederan:

1. Yo contestaré algunas preguntas sobre mi historial médico. Esto durara
aproximadamente 15 minutos.

2. Me realizaran una imagen de resonancia magnética nuclear con
espectroscopia y con difusion y perfusién. Dura aproximadamente una
hora y requiere de que se canalice una vena en la mano, antebrazo o pie
segun sea el caso en cada paciente. En caso de padecer de claustrofobia
(miedo y angustia por estar en un lugar pequefio y cerrado) sera
necesario planear el estudio con anestesia. Este estudio se hace
rutinariamente sin ser parte del protocolo.

3. Me sacaran sangre del brazo (10 ml) con una jeringa y aguja (estériles)
para la determinacion de los marcadores séricos. La puncion

generalmente causa cierto dolor que dura menos de un minuto;
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ocasionalmente puede haber infeccion del sitio de la punciéon aunque esta
complicacion es muy poco probable. Existe la posibilidad de que
aparezca un moreton en el sitio de puncion. La sangre extraida se
utilizara en el laboratorio para la determinacién de cada uno de los
marcadores.

4. Una vez confirmado el diagnostico ya sea de actividad tumoral o de
cambios por radiacion (“radionecrosis”) se me hara saber y se me
propondra un tratamiento especifico de acuerdo al resultado de los
estudios de radiologia, medicina nuclear y de sangre.

Beneficios: El principal beneficio de participar en este estudio es la
aportacion importante de poder determinar cual de los estudios por separado
o combinados es el mejor para lograr la diferenciacion entre recurrencia
tumoral (actividad tumoral) y radionecrosis, de esta manera eventualmente se
podran hacer estudios dirigidos sin tener que hacer el protocolo completo de
estudios. El beneficio sera para otros pacientes en otro momento.
Riesgos: En caso de no participar en el protocolo, los estudios de imagen se
realizaran de todas maneras. Lo unico diferente es la toma de muestra de
sangre de 10 ml para la medicion de los marcadores séricos. Los riesgos de
esta maniobra son basicamente los mencionados anteriormente en relacion
al dolor de la puncion y a la formacién de un moreton, aunque este ultimo es
raro.

Los estudios de marcadores séricos no implicaran costo alguno al paciente ni

a sus familiares ya que sera absorbido por el Instituto.

Confidencialidad: Los resultados de los estudios que se me hagan seran

anexados en el expediente. Todos los datos seran manejados
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confidencialmente y seran usados con la finalidad de tratarme
adecuadamente ademas de la investigacion. Mi identidad sera confidencial
hasta donde lo permite la ley.

Preguntas: El Dr. me ha explicado

la informacidén contenida en esta carta y se ofrecié a contestar cualquier
pregunta que surja durante el estudio. En caso de tener mas preguntas podré
contactarlo en el teléfono 56063822 Extension 4073 6 4072 o directamente
en la unidad de radioneurocirugia del INNN.

Derecho a rechazar la participacion en el estudio o abandonarlo: Mi
participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Soy libre de rechazar
tomar parte en el estudio o podré abandonarlo en cualquier momento que asi
lo decida, sin que esta decision interfiera o afecte mi tratamiento en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia MVS en el futuro.
Consentimiento: Yo acepto participar en este estudio. Se me entregd una

copia de esta carta y me dieron tiempo para leerla.

Nombre y Firma
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J. TABLAS

Tabla 1.

Variable

Defincion Operacional

Definicion de Variables

Escala de Medicion

Niveles séricos de TNF-
alfa

Niveles séricos de IL-1
beta

Niveles séricos de IL-6
Niveles séricos de IL-8
Niveles séricos de IL-10

Niveles séricos de IL-12

Tipo de Paciente

Sexo

Edad

indice de Masa
Corporal

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

Niveles séricos en
nanogramos/mililitro

1. Recurrencia Tumoral
(sobrevida mayor que la
median)
2. Radionecrosis 0 edema
inducido por Radiacion
(sobrevida menor que la

mediana)
1. Muijer
2. Hombre

Afos cumplidos al momento
del diagndstico o inicio del
estudio (controles)

Calculado al momento de la
toma de la muestra con la
férmula: IMC= peso en kg/

altura en m al cuadrado

Numérica Continua

Numérica Continua

Numeérica Continua

Numérica Continua

Numeérica Continua

Numeérica Continua

Nominal Dicotdmica

Nominal Dicotdémica

Numeérica Discreta

Numérica Continua
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Tabla 2. Niveles de Citocinas en ng/dl en Sujetos

Media Minimo Maximo DE
IL-12 59 4.3 6.6 0.8
TNF-alfa 59 4.6 8.0 1.4
IL-10 5.8 5.0 6.6 0.7
IL-6 23.9 6.3 61.3 19.7
IL1-beta 10.0 5.6 18.8 5.2
IL-8 68.4 6.6 276.3 99.9

Tabla 3. Niveles de Citocinas Basales en ng/dl en

Pacientes

Media Minimo Maximo DE
IL-12 11.3 5.2 37.5 12.9
TNF-alfa 7.4 4.3 13.3 3.1
IL-10 10.1 5.6 27.6 8.6
IL-6 14.8 8.9 36.5 10.7
IL1-beta 15.3 6.1 54.7 19.3
IL-8 35.7 7.5 106.5 36.0

Tabla 4. Comparacion de Niveles de Citocinas
Basales en ng/dl en ambos grupos

SujetPS Pacier!tes Valor de p

(media) (media)
IL-12 5.9 11.3 0.628
TNF-alfa 5.9 7.4 0.534
IL-10 58 10.1 0.101
IL-6 23.9 14.8 0.534
IL1-beta 10.0 15.3 0.836
IL-8 68.4 35.7 0.836
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Tabla 5. Niveles de Citocinas a los 3 meses en 3
Pacientes

Media Minimo Maximo DE Mediana

IL-12 6.5 6.1 6.9 0.4 6.3
TNF-alfa 7.2 6.2 8.4 1.1 3.3
IL-10 6.4 5.9 7.4 0.9 6.2
IL-6 18.0 8.2 32.2 12.6 7.9
IL1-beta 9.2 6.7 12.2 2.8 6.5
IL-8 170.1 9.6 267.8 140.1 7.4

Tabla 6. Niveles de Citocinas a los 6 meses en 2
Pacientes

Media Minimo Maximo DE Mediana

IL-12 6.5 6.1 6.9 0.6 6.5
TNF-alfa 7.3 6.2 8.4 1.6 7.1
IL-10 5.9 5.9 5.9 0 5.9
IL-6 20.2 8.2 32.2 17 13.7
IL1-beta 7.8 6.7 8.8 1.5 8.8
IL-8 121.3 9.6 232.9 157.9 232.9




Tabla 7. Comparacion de Niveles de
Citocinas entre Basal y 3 meses

Basal

3 meses

(Mediana) (Mediana) LELEICE
IL-12 6.2 6.3 0.593
TNF-alfa 6.9 3.3 0.285
IL-10 6.4 6.2 1.000
IL-6 11.8 7.9 0.285
IL1-beta 6.9 6.5 0.414
IL-8 15.4 7.4 0.285

Tabla 8. Comparacion de Niveles de
Citocinas entre Basal y 6 meses

Bagal g MESeS ~ valor de p
(Mediana) (Mediana)
IL-12 6.6 6.5 0.655
TNF-alfa 7.0 7.1 0.180
IL-10 6.5 5.9 0.655
IL-6 12.1 13.7 0.180
IL1-beta 7.8 8.8 0.180
IL-8 15.1 232.9 0.655
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COMENTARIOS DE LOS ARTICULOS PUBLICADOS

1. Moreno-Jiménez S, San Juan D, Larraga-Gutiérrez JM, Celis MA, Alonso-Vanegas,
Anschel DJ. Diffusion tensor imagning in radiosurgical callosotomy. Seizure 21:473-477,
2012.

En este trabajo realizamos mediciones de la fraccion de anisotropia (FA) en una paciente de 25

anos con epilepsia catastrofica antes de una callosotomia por radiocirugia, y posterior a los 3 'y

9 meses, ademas de en 6 sujetos sanos entre 20 y 30 afnos de edad.

Encontramos una distribucion de la FA, en las diferentes regiones del cuerpo calloso de los

sujetos sanos, muy similar a la descrita en la literatura. La distribucion la FA también fue my

similar entre los sujetos sanos y nuestra paciente con epilepsia en su medicion basal.

Posterior a la radiocirugia, encontramos una reduccion de la FA en las regiones radiadas,

mientras que se mantuvo estable en las no radiadas. De forma paralela a la disminucion de la

FA, encontramos una disminucion del numero de crisis epilépticas tanto a los 3 como a los 6

meses. Haciendo un analisis fino sobre los cambios en la difusibilidad en el cuerpo calloso

radiado, encontramos que el principal factor para la disminucion de la FA, es el incremento de
la difusibilidad perpendicular, o que nos inclina a pensar que esta se debe a una
desmielinizacion, mas que a una fragmentacion axonal.

De manera anecdoética, podemos comentar que en nuestros pacientes con callosotomia por

radiocirugia, no hemos diagnosticado el sindrome de desconexidn, que es caracteristico de la

callosotomia por microcirugia, probablemente, por la desconexion lenta y progresiva de las

fibras. Esto ultimo debera estudiarse con otro disefio de estudio.
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2. Roldan_Valadez E, Rios C, Motola-Kuba D, Matus-Santos J, Villa AR, Moreno-Jiménez S.
Age, choline-to-N-acetyl aspartate, and lipids-lactete-to-creatine ratios assemble a
significant Cox’s proportional-hazards regression model prediction in patients with high-

grade gliomas. Br J Radiol 89:20150502, 2016.

Las imagenes convencionales de resonancia magnética (IRM), son consideradas como la
“‘punta del iceberg” en el estudio de pacientes con glioblatoma, ya que se sabe, que pueden
existir células tumores en la periferia por invasion microscépica, especialmente en la sustancia
blanca.

Los factores pronosticos conocidos en pacientes con glioma de alto grado incluyen edad,
estado funcional, localizacion y tamafio del tumor, histopatologia, grado de reseccion vy
tratamiento administrado.

En este estudio investigamos el papel de ciertas variables demogréficas, pero especialmente,
el uso de secuencias de difusién y espectroscopia para determinar si pueden ser parametros
confiables asociados a la sobreviva de los pacientes.

Estudiamos 28 pacientes con gliomas de alto grado tratados, en su mayoria, con el protocolo
Stupp.

Estudiamos 20 variables dentro de las cuales se incluyeron 5 indices de metabolitos. Utilizamos
andlisis de Kaplan-Meier y modelo de andlisis de regresidn de riesgos proporcionales de Cox.
Después de una primer andlisis, seleccionamos los tres con el valor de p menor que fueron:
indice Cho/Naa (p = 0.017), edad (p = 0.072), e indice Lipidos/Lactato/Creatina (p = 0.109).
Después de un segundo analisis de regresiéon de Cox con estas tres covariables obtuvimos un
valor de p = 0.028.

El indice Cho/Naa fue el predictor mas fuerte de sobrevida con una log-funcién de riesgo de

2.672. Este valor nos indica que por cada unidad adicional de este indice, los pacientes
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incrementan 2.672 veces la funcion de riesgo de reportar una muerte, en comparacion con los
que no mostraron dicho incremento en el indice, controlando todos los demas factores en el
modelo. El indice Lipidos/Lactato/Creatina mostré una log-funcion de riesgo de 0.584;
considerando el signo negativo de su valor de beta, este valor de riesgo se puede interpretar
como un 41.6% de reduccion en el riesgo de reportar una muerte.

Completamos el analisis de Cox con una grafica de residuales de Schoenfeld para revisar los
riesgos proporcionales encontrando que las curvas variaban en una forma no sistematica
desde cero.

Uno de los principales hallazgos en nuestro estudio es la evidencia de que el indice Cho/Naa

es un biomarcador con un alto impacto en la sobreviva del paciente (p = 0.028).
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3. Orozco-Morales M, Sanchez-Garcia FJ, Golan-Cancela I, Hernandez-Pedro N, Costoya JA,
Pérez de la Cruz V, Moreno-Jiménez S, Sotelo J, Pineda B. RB mutation and RAS over
expression induce resistance to NK cell-mediated cytotoxicity in glioma cells. Cancer Cell Int
15:57, 2015.

La tumorigénesis es un proceso de multiples pasos en los cuales alteraciones genéticas llevan

progresivamente a la transformacion de células normales en derivados altamente malignos, con

ciertas caracteristicas (“marcas de sello”) concocidas, dos de las cuales han sido propuestas
recientemente: desregulacién de energia celular, y evitacién de destruccién inmunoldgica.

En los gliomas, frecuentemente se encuentra una alteracion en la via de sefalizacion del

oncogen Ras. Por otro lado, el gen supresor Rb regula el ciclo celular la inhibir la progresion

hacia la fase S, al inactivas al factor de transcripcion E2F, el cual es critico para la realizacién
del DNA.

Las células asesinas naturales (NK) se consideran como la primera linea de defensa en contra

de los tumores. Por este motivo, considerando la expresion del oncogen Ras y la inactivacion

del Rb, en un modelo in vitro de gliomagénesis, exploramos si estas alteraciones genéticas
especificas inducen a un genotipo celular compatible con evasion de células de glioma de la
citotoxicidad mediada por células NK.

El analisis estadistico se hizo con ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey

Las células transformadas in vitro fueron inyectadas a ratones y, después del crecimiento

tumoral, se analizaron dos lineas celulares que sobrevivieron al efecto citotoxico de las células

NK mostrando un incremento en la resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK.

Se obtuvieron cuatro tipos de astrocitos transformados: cRbloxPloxP RasVi2 cRb+, y cRb-/

RasV12,

RasV1?2, y cRb"/RasV1?, tenian el Ras activado, mientras que en cRb”, y cRb’/RasV'2, eran

negativos para la proteina Rb. Los astrocitos primarios cRbloxPloxP - fueron los que mas
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rapidamente murieron, mientras que los astrocitos transformados cRb”/RasV12, fueron los que
mas sobrevivieron.

Al ser expuestos los astrocitos transformados a las células NK murinas, encontramos que una
mutacion de Rb y una sobreexpresion de Ras induce resistencia.

Posteriormente se inyectaron células transformadas RasV12 y cRb”’/RasVi2. A ratones
inmunocompetentes, logrando la formacion de tumores.

Flnalmente, estudiamos el efecto de las células delegadas de Rb y/o sobreexpresion deRasV12
en el genotipo de células inmunolégicas de la sangre periférica. En todos los grupos de
astrictos transformados, el porcentaje de células con expresidn de células que expresan

granzimas.
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4. Roldan-Valadez E, Rios C, Cortez-Conradis D, Favila R, Moreno-Jiménez S. Gilobal
diffusion tensor imaging derived metrics differentiate glioblastoma multiforme vs normal
brains by using discriminant analysis: introduction of a novel whole-brain approach. Radiol
Once 48:127-136, 2014.

Estos tumores frecuentemente contienen multiples areas con caracteristicas diferentes, de tal

manera, que un error de muestreo al hacer una biopsia podria subdiagnosticar el grado de

malignidad. Por este motivo, ningun protocolo de estudio de resonancia magnética deberia ser
solamente morfolégico. El glioblastoma es considerado una enfermedad de todo el cerebro.

Nuestro propésito en este estudio fue explorar la capacidad diagnéstica de una evaluacion

global pancerebral mediante el uso de métricas derivadas del DTIl, comparando cerebros de

sujetos normales con cerebros con glioblastoma.

Utilizamos una técnica multivariada de andlisis discriminante lineal para clasificar a los

participantes del estudio en dos grupos, describir las diferencias entre ambos grupos y

determinar la importancia de las variables de DTI para discriminar entre ambos grupos.

Se trata de un estudio de casos y controles. El grupo control fue de pacientes sanos. La

secuencia de DTI se adquiri6 con caracteristicas previamente descritas.

Se calcular 11 métricas derivadas del DTI: difusibilidad media (MD), fraccion de anisotropia

(FA), difusion isotopica pura (p), difusion anisotropica pura (qg), la magnitud total del tensor de

difusion (L), tensor lineal (Cl), tensor planar (Cp), tensor esférico (Cs), anisotropia relativa (RA),

difusibilidad axial (AD) y difusibilidad radial (RD), cada uno representando una medida Unica
global de todo el cerebro.

Realizamos un andlisis discriminante multivariado, ademas de un analisis de correlacién parcial

para calcular el coeficiente de correlacién de Pearson (r) controlando el efecto de la edad, sexo

y diagnostico clinico.
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La variable dependiente utilizada en el analisis discriminante fue el diagndstico clinico
(pacientes o controles). Las variables independientes fueron las 11 métricas derivadas del DTI
y la edad.

Se estudiaron 27 pacientes y 34 controles. El andlisis discriminante revel6 una funcion
discriminante que de manera significativa diferencié a los cerebros normales de los cerebros
con glioblastoma: Wilks lambda = 0.324, X2 (3) = 38.907, p 0.001. La variabilidad total no
explicada por el modelo fue de 10.49%. Una correlacion canoénica de 0.822 sugiridé que el
modelo explica el 67.56% e la variacion n la variable de agrupacion.

Nosotros encontramos que AD, MD, p, q, Cl, RD y FA fueron las funciones que mejor
discriminaron entre cerebros sanos y con tumor. El estatus cerebral (cerebro normal vs tumoral)
= -48.295 + 11,443.557 (AD) + 105.124 (Cl) + 26.804 (Cs). En nuestro estudio, los cerebros
normales tuvieron una media de 1.483, mientras que los cerebros tumorales tuvieron una
media de -1.334; el punto de corte para la funcién tuvo un valor calculado de 0.149.

Tras una validacién cruzada para presentar el poder de la funcién discriminante, los resultados
revelaron que 92.7% de los participantes fueron correctamente clasificados como cerebros
normales o cerebros con tumor, correspondiendo este valor con la precision predictiva de la
funcién discriminante.

En los histogramas finales de los marcadores D promedio para cada grupo, observamos que no
existe una sobrexposicibn de las mismas, demostrando la efectividad de la funcion

discriminante.
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Conclusiones:

El protocolo de investigacion original no se logré concluir debido a cuestiones de
logistica y se presentan solamente los resultados preliminares de la primera fase.

El articulo llamado “Diffusion tensor imaging in radiosurgical callosotomy” nos
permitié concluir que la medicion seriada de DTI podria ser util para evaluar la
degeneracion axonal después de callosotomia por radiocirugia. También nos
permitié concluir que a largo plazo, el efecto de la radiocirugia sobre las fibras
blancas, es mediante la desmielinizacion (incremento de la difusibilidad

perpendicular).

El articulo “Choline-to-N-acetyl aspartate and lipids-lactate-to-create ratios together
with age assemble a significant Cox’s proportional-hazards regression model for
prediction of survival in high-grade gliomas” nos permitié concluir que un mayor
indice de Cho/Naa preoperatorio, un menor indice de LL/Cr, y la edad son

predictores significativos de sobrevida.

El articulo “Global diffusion tensor imaging derived metrics differentiate glioblastoma
multiforme vs normal brains by using discriminant analysis: introduction of a novel
whole-brain approach” nos permitié concluir que existe una aplicabilidad clinica de
los biomarcadores para realizar modelos predictivos para diferenciar tejido normal
de tejido tumoral. Debido al gran numero de variables cualitativas y cuantitativas
que deben analizarse en IRM, la técnica de analisis multivariado de analisis
discriminante, podria ayudar.

El articulo “RB mutation and RAS overexpression induce resistance to NK cell-
mediated cytotoxicity in glioma cells” nos permitié concluir que la transformacién de
los astrocritos (pérdida de Rb, la sobreexpresidon de Ras, a ambos) indujo cambios
fenotipicos y funcionales asociados con la resistencia a la citotoxicidad mediada por
células NK. Ademas, la transferencia de astrocitos transformados dentro de ratones
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aumento la resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK, lo que sugiere que
los cambios especificos en un gen superior tumoral (Rb) y un proto-oncogen Ras
son suficientes para conferir resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK
en ceélulas de glioma vy, por lo tanto, proporcionar una idea de la capacidad de las

células tumores para evadir la respuesta inmune.
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