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Resumen

El cancer es una de las principales causas de muerte. Entre los distintos tipos, los
tumores derivados de las células gliales: astrocitomas y glioblastoma multiforme (GBM),
representan aproximadamente el 38% de los tumores cerebrales primarios, neoplasias
de causa desconocida que raramente producen metastasis. El GBM constituye el tipo
mas agresivo e incurable. A pesar del desarrollo de tratamientos como la quimioterapia,
la radioterapia y la neurocirugia, estos tumores tienden a reproducirse de nuevo,
produciendo una alta tasa de mortalidad. Con el objetivo de descubrir nuevos
tratamientos para esta enfermedad mortal y evitar recidivas, se realizan estudios
preclinicos en modelos animales de esta enfermedad tumoral. Entre las diversas
metodologias disponibles, se utiliza el trasplante intracerebral de lineas tumorales,
como la linea tumoral CT-2A en ratones. En este trabajo describo uno de estos estudios
realizado en un modelo animal murino: ratéon cepa C57BL/6 en el que una o dos
semanas tras el trasplante intracerebral de células CT-2A se origina un tumor muy
agresivo, del tipo del GBM humano. La linea tumoral CT-2A procede de ratones de la
cepa C57BL/6 a los que se les inyectd meses antes en el cerebro un agente carcindgeno
derivado del “metilcolantreno”. Este modelo tiene un patréon de crecimiento predecible
y reproducible. En el presente trabajo describo como se usa este modelo para el
desarrollo experimental de una terapia mediante hipertermia Optica utilizando

irradiacion laser sobre nanoparticulas de oro.
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Summary

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Among different types, tumors
derived from glial cells: astrocytomas and glioblastoma, represent approximately 38%
of primary brain tumors, neoplasms of unknown cause originated in cells of the brain
itself that rarely metastasize. Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive
type, incurable, that usually kills the patient in a short period time of evolution, even
2-6 months. At present, despite the development of treatments such as chemotherapy,
radiotherapy and neurosurgery, these tumors tend to reproduce again, producing a high
mortality rate. Consequently, research centers carry out preclinical studies in
experimental animals models of brain cancer disease with the aim of discovering new
procedures to obtain an effective treatment and prevent relapses. Among the various
types of methodologies to build up animal models of brain tumors in experimental
animals, we present a disease model in syngeneic C57BL/6 mouse. A very aggressive
brain tumor similar to the human GBM can be obtained following intracerebral
transplantation of tumor cells of the type CT-2A, a tumor cell line isolated from the brain
of C57BL/6 mouse strain after intracerebral administration of a carcinogen derived from
the carcinogen methylcholanthrene. In the present work, we describe how can we used
this tumor model for the development of an optic hyperthermia therapy by laser

irradiation of gold nanoparticles.
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Introduccion

La neurooncologia experimental exige la creacién de modelos animales apropiados para
evaluar la eficacia de enfoques innovadores para el tratamiento de tumores cerebrales
humanos primarios!-®. Estos modelos de laboratorio se utilizan para el cribado de
farmacos en ensayos preclinicos o bien estudiar la biologia basica de los tumores,
posibilitando la traslacién de avances cientificos para la comprensién de los mecanismos

de inicio y progresién del cancer y asi instaurar terapias adecuadas.

Es necesario comprender las caracteristicas especificas celulares y moleculares de
canceres humanos especificos para acelerar tanto nuestro conocimiento sobre la
patogénesis molecular del cancer como para el descubrimiento de dianas terapéuticas
apropiadas’~19, Los avances recientes en biologia molecular nos han llevado a la
identificacion de algunas causas moleculares y genéticas de los tumores cerebrales(!1-
15, Aunque los modelos disponibles, ya sea a nivel celular, tisular o animal, no
representan exactamente la biologia de los tumores cerebrales humanos, los modelos
animales pueden ofrecer informacion significativa sobre estos tumores, proporcionando
asi una mejor comprensién de los mecanismos bioldgicos subyacentes a la generacion
de tumores: crecimiento, angiogénesis, invasion y metastasis('¢!”), El modelado in vivo
nos proporciona interacciones esenciales entre el tumor y el huésped y es un medio

mas preciso para modelar el cdncer humano(8:19),

A medida que avanza el conocimiento de la biologia molecular de las neoplasias, la
tecnologia transgénica se ha utilizado para dilucidar los complejos mecanismos
moleculares que subyacen a la oncogénesis y la progresidon de los tumores cerebrales.
De hecho, el andlisis de secuenciacion del GBM humano muestra que las
heterogeneidades y mutaciones multiples pueden ser la clave de la resistencia a los
medicamentos(??), Existen diversos modelos animales experimentales para investigar
sobre tumores cerebrales usando ratones modificados genéticamente, por ejemplo con
genes sobre-expresados y/o delecionados(®2°-23), Sin embargo, dado que no existen
mecanismos adecuados para correlacionar las alteraciones genéticas en los tumores de
ratdon con sus correspondientes humanos, hasta qué punto los modelos existentes

basados en la tecnologia transgénica en roedores imitan la biologia del cancer de
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cerebro primario en humanos sigue siendo incierto y debe aclararse. Los perfiles de
expresidon génica, los elementos de control de la proliferacion, las vias y la célula de
origen de los tumores cerebrales siguen siendo en gran parte desconocidos y los
elementos moleculares, como los promotores y potenciadores especificos de tejido para
crear modelos genéticamente precisos de tumores cerebrales, aun no los conocemos
bien. También existen modelos ortotdpicos estandarizados de tumores cerebrales
inoculados en ratones que imitan estrechamente la situacién clinica humana en
términos de caracteristicas histopatoldgicas y angiogénicas. Estos modelos estan
basados en trasplantes de células de glioma de ratén y rata derivados de células
tumorales cultivadas extraidas de estos animales(®*-29, Cabe sefialar que la alternativa
de implante de lineas celulares de glioma humano establecidas en ratones desprovistos
de inmunidad experimentan con el tiempo numerosos cambios morfoldgicos y genéticos
y no reproducen la biologia del tumor humano original ni las caracteristicas del huésped
por la ausencia de inmunidad. Por tanto, los modelos animales de implante de células
cancerosas humanas no reflejan con precision la interaccién entre el tumor y el huésped
gue se produce naturalmente en los pacientes. Por ultimo, los modelos de tumores
cerebrales in vivo inducidos quimicamente nos podrian proporcionar pistas sobre el
estudio del efecto de carcinégenos en el desarrollo de ciertos tipos de neoplasias
cerebrales. Los modelos animales de tumores cerebrales primarios generados en las
dos ultimas décadas han proporcionado avances importantes en nuestra comprension
de los mecanismos celulares y moleculares implicados en la generacion, progresidon de
las neoplasias cerebrales. No obstante, la utilidad de combinar los diferentes modelos
animales de tumores en estudios preclinicos es muy util pero requiere de métodos para
validar, comparar y contrastar el modelo animal con su correspondiente tipo humano.
Resumiendo, en la actualidad distinguimos dos agrupaciones metodoldgicas para la
generacion de modelos animales: i) generacion de modelos animales de tumores
cerebrales obtenidos mediante manipulacién genética, ii) tumores inducidos
guimicamente en roedores mediante implante de carcindgenos, y iii) mediante
trasplante de células tumorales humanas en el cerebro de ratones inmunodeprimidos
(nude), o trasplante de células tumorales obtenidas del cerebro de roedores (rata o
ratén) tras implante de carcinégeno (punto ii) que, una vez seleccionadas y mantenidas

mediante procedimientos in vitro de cultivos celulares para permitir su proliferacion,
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son trasplantadas en la misma especie animal que las han originado: modelo
“singeneico”, las células tumorales y las del huésped mantienen genes idénticos, vy
ademas el huésped conserva sus capacidades inmunoldgicas activas. A este ultimo tipo
me voy a referir en este trabajo, particularmente a experimentos que utilizan la linea
tumoral CT-2AG%31), La linea tumoral CT-2A, linea bien caracterizada que tras su
trasplante en el sistema nervioso central de ratones de la cepa C57BL6/] origina un tipo
de tumor glial muy agresivo de caracteristicas histoldgicas y de progresién muy similar

al comportamiento del glioblastoma multiforme humano (GBM)7:32),

Una de las caracteristicas a tener en cuenta en el desarrollo del GBM es su capacidad
de proliferacién e infiltracién en el parénquima cerebral, lo que le confiere especial
capacidad para matar al paciente. Una de capacidades que se valoran en los estudios
experimentales preclinicos para el tratamiento farmacoldgico de los tumores cerebrales
es determinar su capacidad de controlar su expansién intracerebral, no solo por las
consecuencias derivadas de la hipertension intracraneal que ello genera, sino también
por la destruccién de vias nerviosas de comunicacién que comporta deterioro en
capacidades motoras, sensoriales y de comportamiento. Para este analisis de progresion
es fundamental que usemos técnicas de imagen no invasivas que permitan
determinaciones cuantitativas del volumen del tumor utilizando técnicas de diagndstico
por imagen cerebral. La sensibilidad de estos procedimientos como criterio objetivo de
respuesta a la terapia es muy importante. Entre estas técnicas de imagen destacan en

los estudios in vivo las siguientes:

1. El PET (Tomografia por Emision de Positrones, Figura 1), es una técnica
diagnostica de imagen de Medicina Nuclear que utiliza radiofarmacos que se
distribuyen por todo el cuerpo. Proporciona informacion sobre la dinamica
temporal y espacial de diversas alteraciones bioldgicas especificas, y se puede
utilizar en modelos animales de tumores cerebrales para comprender las
caracteristicas del tumor y guiar su tratamiento. En comparacion con las
imagenes de diagndstico convencionales, como la tomografia computarizada (TC)
y la resonancia magnética (RM), que abordan principalmente las caracteristicas

morfoldgicas del tumor, las imagenes de PET tienen una mayor sensibilidad con
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respecto a la deteccidén del tumor y la monitorizacion temprana de la respuesta

al tratamiento©3,

t
S

HBJ pCi/g = 4.5 4 1D/g
- -

Figura 1.- La imagen molecular con PET se utiliza cada vez mds en neurooncologia, ya que
proporciona informacion metabdlica adicional del tumor. La figura muestra tres gliomas

experimentales subcutaneos en ratén. La fila 1 muestra la localizacidn de los tumores por resonancia
magnética. En cambio, la fila 2 muestra el tejido diana viable mediante [*®F] FDG (fluoro-D-glucosa)-
PET. Tomada de Animal Models of Brain Tumors. Waerzeggers et al., Chapter 1634,

2. Tomografia Computerizada por Emision de fotédn unico (SPECT, Figura 2a). El

SPECT es positivo en aquellos casos que muestran un aumento focal de la

] captacién del trazador dentro del
jgeura 2a parénquima cerebral. El SPECT es una
técnica de imagen tomografica de
medicina nuclear que utiliza rayos
gamma que son captados por una
gamma camara. La Imagen en general y
la neurocimagen en particular han

convertido a esta en una técnica

8§ INSTITUTO

ampliamente utilizada en Medicina Molecular, y, con el advenimiento de los
equipos preclinicos, nos permite realizar estudios en animales de
experimentacion in vivo. La técnica requiere de la administracion de un
radiosiétopo emisor gamma (un radionuclido) al sujeto a estudiar, normalmente

mediante la inyeccidn en el torrente sanguineo. Ocasionalmente, el radioisétopo
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es un simple idn soluble en disolucién. Sin embargo, en general el radioisétopo
suele estar unido a una molécula especifica para crear un radioligando, cuyas
propiedades permiten su union a ciertos tipos de tejido. Es una técnica de gran
valor diagnéstico, particularmente gracias al uso del glucoheptonato de tecnecio-
99m (99mTc, GHA) 6 8°Zr y 1”’Lu para la clasificacién de tumores cerebrales por
su grado (Figura 2b).

Figura 2b

Figura 2.- Imagenes de SPECT que muestra células inmunitarias positivas para el antigeno CD11b en un

modelo de ratdn ortotdpico de glioma. El anticuerpo esta marcado con 8°Zr y 177Lu. Tomada de Nigam et

al.(3®

3. Imagen por Resonancia Magnética (RMI, Figura 3). Técnica que permite obtener

imagenes del crecimiento del tumor de ratén en dias sucesivos. Las imagenes
pueden obtenerse en T1 y T2, y ademas por sus propiedades electromagnéticas,
el gadolinio se suele utilizar en la aplicacién de esta técnica para mayor realce de
los limites del tumor que facilita un mejor calculo de su volumen en los estudios
de su seguimiento(?7:2°3637) Por este motivo, la técnica RMI es mayormente
utilizada en modelos de tumor in vivo en estudios preclinicos. Asimismo, no se
necesita la exposicidn de los animales de experimentacion a radiaciones,
evitdndose gestién de la contencion, identificacion y retirada de los residuos
radiactivos y de otros residuos peligrosos, y permite realizar estudios

longitudinales sencillos en el mismo animal durante semanas.
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Figura 3

Figura 3.- Imagenes coronales obtenidas con RM y realizadas a diferentes intervalos de tiempo que
muestran el crecimiento progresivo de un tumor experimental después de la inyeccion intracraneal de
células de astrocitoma, CT-2A. La evaluacién de los cambios en el volumen del tumor se muestra mediante
el uso de imagenes ponderadas en T1 (A, C, E) y T2 (B, D, F) potenciadas con gadolinio. A, B, Secciones
al mismo nivel una semana después de la inyeccién intracerebral de células CT-2A. Una pequefia masa
tumoral en A (flecha) se localiza profundamente en el caudado. En este momento, la imagen ponderada
en T2 (B) es capaz de detectar la masa tumoral que se muestra en A. C, D, Aspecto del tumor dos semanas
después de la inyeccién. En este momento, la masa tumoral (flecha en D) desplaza el ventriculo lateral
permitiendo la identificacién del tumor por imagen potenciada en T2. E, F, agrandamiento del tumor cuatro
semanas después de la inyeccion. Se observa un borde delgado de realce de contraste alrededor del tumor,
asi como un realce nodular dentro del tumor (E). Con T2 se ve claramente un efecto de masa que
distorsiona los ventriculos lateral y dorsal derecho y una pequefia drea hiperintensa realzada (flecha) que

probablemente representa un quiste (F). Barra de escala: 5 mm. Imagen tomada de Martinez-Murillo et al.
(27),

-Respecto de las posibles incidencias sobre la actividad profesional en la especialidad
de Imagen para el Diagndstico y Medicina Nuclear que justifican el presente estudio, he

de significar que en la actualidad las “técnicas de imagen para el diagndstico y medicina
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nuclear” no invasivas se usan cada vez con mas frecuencia en los planteamientos de
estudios preclinicos experimentales que tienen como finalidad el disefio de nuevos
tratamientos/farmacos eficaces para tratar patologias en modelos animales de
enfermedades humanas, por las ventajas que ofrecen confirmadas en el ejemplo

practico que describo en este trabajo.

10
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Objetivos

La finalidad de este trabajo es valorar la aplicabilidad de las “técnicas de imagen para

el diagnéstico” en la realizacidn de estudios preclinicos para el ensayo de nuevas

terapias dirigidas a curar o detener la progresion de tumores intracerebrales primarios.
En el caso que expongo: tumores primarios del sistema nervioso central derivados de
células gliales, especificamente el GBM. El papel del técnico en este tipo de
experimentacion es crucial, no solo para la puesta en marcha del equipo, igualmente

para la toma de medidas volumétricas.

Hipotesis: Los tratamientos actuales del GBM comprenden radioterapia, quimioterapia
y cirugia. La nanotecnologia puede ayudar a administrar farmacos terapéuticos en el
SNC salvando la barrera hematoencefalica, pero ademas ofrece otras posibilidades que
incluyen el tratamiento hipertérmico basado en el uso de nanoparticulas de oro (GNRS)
e irradiacion con laser, procedimiento capaz de inducir la muerte celular in vitro®®® e in

vivo(®?),
Objetivos:

1.- Un objetivo general orientado a mostrar los avances cientificos obtenidos tras la
generacion de modelos animales de enfermedad tumoral cerebral primaria, y 2.- Un
objetivo metodoldgico que pretende evaluar los resultados de la experimentacion
cientifica obtenidos mediante RMI en los referidos modelos animales y la importancia
del papel del técnico en este tipo de trabajos. Ademas, en este trabajo se persigue un

objetivo cientifico especifico relacionado con el impacto que sobre la evolucion del

GBM ejerce un tratamiento experimental de hipertermia optica. El procedimiento
metodolégico de RMI no presenta limitaciones para este tipo de estudios, que es

ampliamente utilizado en clinica humana®249 y estudios preclinicos(?7:41),

La eficacia del tratamiento se evalia en un modelo de glioma maligno de roedor
estudiando: i) la permeabilidad microvascular del tumor, indicador de angiogénesis, y
i) el crecimiento tumoral analizando las modificaciones del volumen de los tumores
resultantes tras el tratamiento. Ambos factores se correlacionan con el grado de eficacia
del tratamiento tumoral. El modelo experimental que describo ha sido recientemente
publicado(®?,

11
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Material y métodos

1 Cultivo celular: Los experimentadores utilizan células de la linea CT-2A extraidas de
un astrocitoma experimental generado en un ratéon de la cepa C57BL/6 (Harlan) tras
meses después de un implante intracerebral del carcinogeno 20-metilcolantreno®%), Las
células tumorales se cultivan en medio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen Co., Carlsbad, CA,
EE. UU.), complementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 10% en una
atmosfera humidificada que contiene aire al 95% y CO2 al 5% a 37 °C. Una vez que las
células alcanzan confluencia, el técnico de laboratorio procede a su tripsinizacién para
levantarlas y concentrarlas para trasplante mediante centrifugacién a 1000rpm durante
5 minutos. El pellet obtenido se resuspende en medio de cultivo RPMI 1640. La
suspensiodn celular se ajusta para obtener una concentracidon apropiada de células para

inyectar (8 x 104 células en 4 pul),

2 Modelo de tumor de ratén. Cirugia estereoataxica: El experimento lo plantean
en ratones de cuatro meses de edad (35,26 g = 1,01 de peso corporal) distribuidos en
dos grupos: i) controles PBS (n=6) y ii) tratados por hipertermia éptica: GNRs+laser
(n=18). Los animales se les aloja con libre acceso a alimentos y agua en una sala para
animales con una temperatura controlada y un ciclo de luz natural. Se inyectan las
células de la linea CT-2A en el cerebro (nucleo caudado-putamen derecho, CP) de estos
animales experimentales mediante inyeccion intracraneal con jeringa Hamilton
utilizando guia estereotadxica. Para este procedimiento, los ratones se anestesian
convenientemente con isoflurano inhalado (Isoflo) inmovilizados en un equipo de
estereoataxia para conseguir una perfecta localizaciéon del nucleo CP para el implante
(equipo: David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EE. UU.). Las células tumorales se
inyectan en un minimo volumen de 0,15 pl durante un periodo de tiempo de 15 min,
esta cantidad es equivalente a aproximadamente 3.000 células totales. Dos semanas
después del implante celular, se confirmé una adecuada proliferacion celular mediante

y resonancia magnética (Figura 4).

12
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Figura 4. Proliferacion celular vista por RMI. Los paneles A, B, representan imagenes ponderadas en T1
(Gadolinio poscontraste) correspondientes al mismo tumor CT-2A en dos secciones proximas que
muestran la progresion del tumor a diferentes niveles rostro-caudales dos semanas después del implante
celular. En A y B la sefial hiperintensa esta restringida al CP en el hemisferio derecho. Barras de escala:

A, B = 5 mm. Imagen tomada de Casanova-Carvajal et al.(29,

Después del trasplante de las células tumorales, se procede a evaluar mediante RM la
presencia del tumor generado y su evolucién, es decir las modificaciones temporales de

su tamano (volumen), como se muestra en las figuras 4, 8 y 9.

3 Adquisicion de imagenes RMI: En este apartado, el papel del técnico en Imagen
es critico. La RMI para este trabajo se realizd por técnicos especializados en el CAI de
Resonancia magnética de la Universidad Complutense de Madrid (UCM), utilizando un
escaner de mesa Tesla [Icon (1T-MRI); Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Alemania]

(Figura 5, https://www.news-medical.net/news/20170222/Routine-small-animal-MR-

imaging-using-the-ICON.aspx), disponible en el Instituto Pluridisciplinar. El sistema

consta de un iman
permanente de 1 T (sin
necesidad de refrigeracién
adicional para el iman) con
una bobina de gradiente que
proporciona una fuerza de
gradiente de 450 mT/m. Los
sistemas de monitorizacion
de animales previamente

anestesiados como he

informado en el punto 2
(Figura 6), y la bobina de RF de cabeza de ratén solenoide para el 1T-MRI se integran

en la cama/bandeja (Figura 7) y permiten manipular a los animales con un

13
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posicionamiento preciso de la bobina y un control total de la anestesia, frecuencia
cardiaca y la temperatura corporal. Quince minutos antes de colocar al ratén en la cama,
se le inyectan por via intraperitoneal 0,4 mmol/kg de gadopentetato de dimeglumina
(Gadolinium, Magnevist, Schering, Alemania). Los animales son anestesiados con una
mezcla de isofluorano en oxigeno (2% para induccién y 1% para mantenimiento). Con
el fin de evaluar el volumen del tumor, el experimento de resonancia magnética consiste
en imagenes ponderadas en Tl y T2 de Fast Spin Echo (FSE) pre y post-contraste
bidimensionales (T1WI, T2WI). Ambas secuencias son adquiridas con la misma
geometria y resolucién: campo de visién de 20x20 mm, nimero de cortes de 15, grosor

de corte de 1 mm, tamafio de matriz 160x160 que se reconstruye a 200x200,

Figura 7, Representa la bandeja (cama) para la sujecion del animal de experimentacion con

camara de aislamiento y antena incorporada.

obteniéndose una resolucién final de 0.100x0,100 mm. Los parametros de T2WI son
los siguientes: tiempo de repeticiéon/tiempo de eco (TR/TE), 3040/96ms; 12 promedios,
longitud del tren de eco, 12; tiempo de adquisicidon ~ 8 minutos. Los parametros de
T1WI fueron: TR / TE, 262/6 ms; 36 promedios, longitud del tren de eco, 2; tiempo de
adquisicién ~ 12 minutos. La primera medicién se realiza dos semanas después del
implante de las células CT-2A. El volumen tumoral se analiza utilizando el software
gratuito Imagel 1.50i. En todos los casos, se miden los volumenes tumorales tanto

absolutos como relativos, normalizados con respecto al volumen cerebral total. Las

14
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imagenes se repiten cada semana después para todos los individuos. En los casos que
se muestre una clara tendencia de supervivencia, se llevan a cabo dos estudios de
resonancia magnética adicionales semanales, hasta un total de cuatro exploraciones

(ver Diagrama 1).

4 Terapia fototérmica: dos semanas después del implante de las células tumorales,
los ratones se pesaron y luego se anestesiaron con isofluorano al 1%. Los animales
seleccionados se procesaron por el experimentador para terapia fototérmica, utilizando
el mismo protocolo quirdrgico que en el apartado 2. Se inyectaron 2uL de GNRs a 4 mm
de profundidad, el mismo lugar donde se inyectaron previamente las células tumorales
dos semanas antes, a una velocidad de 0,5uL / min. Después de 5 minutos, se inyecta
una segunda dosis de 2 pl a 2 mm de profundidad levantando la aguja de manera
apropiada. Diez minutos después de la segunda inyeccion, se retird la aguja. En
resumen, se inyectaron un total de 4 uL de GNRs. El |aser se enfocé a través del mismo
orificio de trépano previamente utilizado para inyectar las células tumorales y los GNRs.
El proceso de radiacion se llevd a cabo durante 25 minutos continuos. El procedimiento
se repitié durante tres dias consecutivos en 18 ratones denominados grupo tratado
(diagrama 1). La temperatura en la zona del tumor se midi6 con la ayuda del
dispositivo: Athermal probe (Luxtron Corporation). Los resultados en animales tratados
se comparan con 6 ratones del grupo control, grupo que tras el trasplante de células

tumorales no recibe tratamiento alguno.
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Resultados

Los observadores vieron que, con respecto al tamafio y la ubicacién del tumor, las
imagenes de resonancia magnética se correlacionaron con gran precisién con los

resultados del analisis histopatoldgico (Figura 8).

Figura 8. Caracterizacidon de tumores cerebrales inducidos por CT-2A. A. Cortes coronales de 1 mm de
espesor a través del mismo cerebro de ratén con una masa tumoral CT-2A hemorragica que se encuentra
en el hemisferio cerebral derecho, 28 dias después de la inyeccién de células CT-2A. La fotografia se tomd
después de una resonancia magnética in vivo (B) y la extraccién del cerebro en el momento de la necropsia
para histologia. B, los paneles representan imagenes ponderadas en T1 (postcontraste con gadolinio) a
diferentes niveles rostro-caudal correspondientes al mismo tumor CT-2A experimental representado en A,
que muestran la progresion del tumor cuatro semanas después del implante celular. Observe en B una
senal hiperintensa en el borde del tumor que indica que el borde del tumor esta bien vascularizado y
también una hipoatenuacion en las regiones centrales del tumor que sugiere necrosis. Barras de escala: A,
B = 4 mm. Imagen tomada de Casanova-Carvajal et al.(29

Analisis de RMI: En este apartado, el papel del técnico es de extrema importancia.
Asi, la RM convencional ponderada en T2 y T1 (antes y después del contraste con
gadolinio) proporciona una sensibilidad excepcional para detectar y delimitar la
ubicacién de los tumores intracraneales experimentales (Figuras 4, 8, 10). El
reconocimiento de tumores intracraneales mejora notablemente con la administracién
previa de gadolinio, con un limite de resolucion de 0,8-1 mm3. Las imagenes
ponderadas en T1 con realce de la vascularizacion con gadolinio se utilizaron de forma
rutinaria para detectar la ubicacion, los margenes, el tamafo, la vascularizacién y el
crecimiento del tumor. Las imagenes de RM con respecto al tamano y la ubicacion del

tumor se correlacionaron con precision con los resultados del andlisis histopatoldgico de
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este estudio (Figura 8). Las imagenes ponderadas en T1 revelaron una masa bien
definida de realce heterogéneo que surge en el nucleo CP del cerebro (Figuras 4, 8, 10),
extendiéndose desde este lugar inicial de trasplante rostro-caudalmente pasados unos
dias, eventualmente involucrando la corteza cerebral y el hipocampo (Figura 9B). La
progresion del tumor se verifica mediante la realizacién de RMIs en serie a lo largo del
tiempo, obteniéndose con éxito imagenes semanales de tumores CT-2A experimentales
(Figuras 8, 10). El tumor experimental se caracteriza por un crecimiento rapido que
apenas se detecta 1 semana después de la inyeccion volviéndose insoportable para el
animal a las 4 semanas (Figura 10B). En ese momento los ratones comienzan a
presentar complicaciones neuroldgicas por lo que tienen que ser sacrificados. El
crecimiento del tumor dio como resultado una marcada deformacién de los terceros
ventriculos lateral y dorsal. En las imagenes ponderadas en T1 se observa con
frecuencia una “hipoatenuacién” central del tumor que sugiere necrosis central (Figura
8), lo que se confirma en el analisis histoldgico de esos casos. El crecimiento del tumor
provoca signos de destruccidon del parénquima cerebral y de aumento de la presion
dentro del cerebro a medida que invadia las estructuras cerebrales vecinas. Pasados de
20-25 dias después del trasplante de las células tumorales CT-2A, los ratones
comienzan a mostrar signos de presion intracraneal elevada. Los sintomas como letargo
o disfuncién motora con postura encorvada, mal aseo, retraso del crecimiento y pérdida
de peso son comunes. La periferia del tumor tiene en todos los casos un suministro de
sangre bien establecido, como lo revela el patron mejorado en las imagenes ponderadas

en T1 con gadolinio (Figura 2B).

El crecimiento tumoral lo analizaron en dos momentos: una semana después de la
irradiacion laser (semana 1), y dos semanas después (semana 2). En la figura 9 se
muestran diferencias estadisticamente significativas en las proporciones de volumen
tumoral entre los grupos tratados (GNRs+laser) y el control (tumor sin tratar) que
proporcionan informacidn sobre la evolucién del tumor en términos de porcentaje del

volumen tumoral con respecto al volumen total del cerebro.
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Figura 9. Resumen de datos volumétricos. Volumen tumoral (expresado como porcentaje del volumen
cerebral total) en ratones control (PBS) y ratones de tratamiento con GNRs+laser las semanas 1 y 2
(periodos de tiempo después de la irradiacion con laser). Los datos representan la media £ SEM de n = 3
experimentos independientes. La prueba T de Student reveld una diferencia significativa (p = 0,03) entre
los ratones de control y los ratones de tratamiento con ldser GNRs en la semana 1. El tratamiento con laser
GNRs alcanzé un beneficio significativo ** en la semana 2 (p = 0,008) Tomada de Casanova et al. (29
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Figura 10.- Muestra imagenes de RMI de dos ratones elegidos al azar de ambos grupos: control (suero
salino+laser): A, B; y tratados (GNRs+laser): C, D; en la "semana 1” (A, C) y "semana 2” (B, D) tras
el tratamiento hipertérmico (laser). Estas imagenes muestran una aparente desaceleracion en la
progresiéon tumoral en el grupo GNRs+Laser (C,D) representada graficamente en la figura 9. Tomada
de Casanova et al.(??)
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Discusion

El uso de RMI en estudios experimentales dirigidos a la busqueda de tratamientos
eficaces frente a tumores primarios de origen glial constituye un procedimiento
metodoldgico consistente y eficaz(?’4%), equiparable al uso de esta tecnologia en clinica
humana®249, Por otro lado, la caracteristica de progresion del tumor CT-2A demuestra
que es muy similar a la observada en clinica humana®?®, Finalmente, el tratamiento
experimental de hipertermia Odptica resulta eficaz obteniéndose resultados
estadisticamente significativos ya a la primera semana desde el inicio del tratamiento
(p < 0.05), siendo muy evidente a las dos semanas (p < 0.008). En conclusién, se
puede afirmar que el uso de RMI en el tipo de modelo animal de tumor cerebral tras
trasplante intracerebral de células tumorales es de gran ayuda para evaluar la eficacia
de tratamientos antitumorales. El procedimiento metodolégico de RMI no presenta
limitaciones para este tipo de estudios. Los ratones tratados con GNRs+Ilaser muestran
un claro comportamiento de reduccidon tumoral por consecuencia del tratamiento
hipertérmico. El tratamiento hipertérmico se basa en la erradicaciéon de las células
tumorales justificado por la generacién de calor en el sitio del tumor#243), La hipertermia
efectiva tiene lugar en el rango de temperatura de 41-46 °C activando muchos
mecanismos de degradacion celular que conducen a la apoptosis®¥, limitando la
proliferacién celular con escasa afectacion del tejido nervioso sano circundante. Las
técnicas de hipertermia 6ptica mediante nanoparticulas de oro son procedimientos bien
conocidos en tecnologias biomédicas tanto in vitro e in vivo para el tratamiento de
tumores(?°4°5-47) Los resultados de este experimento proporcionan informacion esencial
para ayudar a mejorar la terapia fototérmica para el tratamiento de tumores primarios
del cerebro en clinica humana. La terapia fototérmica mediada por nanoparticulas de
oro podria ser una herramienta nueva y minimamente invasiva para el tratamiento del
cancer. Este método también podria proporcionar una ayuda adicional a la cirugia para

extirpar completamente los tumores cerebrales.

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos relacionados con la evaluacién de la
eficacia del tratamiento fototérmico, describo el uso de la técnica de RMI, que permite

analizar el volumen de los tumores resultantes tras el implante intracerebral de la linea

21



=
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correlaciona con el hecho de que uno de los parametros mas utilizados en el estudio
sobre la eficacia de terapias para el GBM es la obtenciéon de datos volumétricos tras

tratamiento, tanto en animales de experimentaciéon como en humanos“&->9),
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Conclusiones

Los resultados de este estudio experimental proporcionan informacién esencial que
ayuda a comprender e implementar la importancia de la terapia fototérmica para el
tratamiento de tumores primarios del sistema nervioso, como el GBM. Por otro lado, el
modelo in vivo de tumor CT-2A exhibe caracteristicas comunes con el GBM humano,
como observan los autores por histopatologia e inmunohistoquimica en estudios
anteriores?’2°48) y procedimientos de imagen no invasivos (MRI)®#84%51)  Por este
motivo, la posibilidad de traslacién de estos resultados a la patologia humana segun los

autores son muy posibles.

Mediante sus resultados, los autores demuestran que la terapia térmica mediada por
nanoparticulas de oro podria ser una herramienta nueva, minimamente invasiva, para
el tratamiento del cancer. Este método también podria proporcionar una ayuda adicional

a la cirugia para extirpar completamente los tumores cerebrales evitando recidivas.

Por los resultados de su investigacidon, los autores demuestran que la terapia
fototérmica con laser promueve muy eficazmente un efecto tumoricida en el modelo de
astrocitoma CT-2A in vivo. Este efecto explican que se correlaciona con resultados
previos in vitro®?. Loa autores concluyen que la terapia fototérmica utilizando
nanoparticulas de oro irradiadas con laser constituye una alternativa prometedora para
el tratamiento de neoplasias intracraneales en humanos. La efectiva reduccién del
volumen del tumor intracraneal después de este procedimiento puede considerarse
como un logro sobresaliente en el tratamiento de este tipo de cancer mortal ya que
abre nuevas vias en la comprensién y el tratamiento del cancer cerebral primario, lo

que respalda futuras investigaciones en este campo.

La técnica RMI es mayoritariamente utilizada por los laboratorios dedicados a estudios
preclinicos sobre modelos animales de enfermedad tumoral humana. Son varias las
motivaciones. Por un lado, la RMI obtiene mayor realce de los limites del tumor, factor
que facilita un mejor calculo de su volumen en los estudios de su seguimiento(?7:29:36.37),
Asimismo, no precisa de exposicién de los animales de experimentacion a radiaciones,

lo que evita una gestién de la contencion, identificacion y retirada de los residuos
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radiactivos, permitiendo realizar estudios longitudinales sencillos en el mismo animal

durante semanas.
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