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Resumen

En la actualidad se han desarrollado muchos estudios sobre
la capacidad discriminante de la Espectroscopia por
Resonancia Magnética (ERM). En esta técnica se pueden
distinguir entre dos tipos de experimentos: 1os realizados in
vitro con imanes con dtas prestaciones (campos magnéticos
gue superan los 8 Tesla y de gran homogeneidad) y los
experimentos in vivo en los que las prestaciones de los
equipos son mucho menores, produciendo sefiales de mucha
menor calidad. Sin embargo, esta situacion es la que tiene
una mayor utilidad clinica. Por este motivo, en este trabajo
vamos a evaluar s la pérdida de informacién producida a
pasar de un estudio in vitro aun estudio in vivo conlleva
una pérdida de informacion esencial para €l diagnostico
clinico.

1. Introduccién

La ERM [1] es una técnica que, a igua que las bien
conocidas técnicas de imagen por resonancia, se basa en la
precesion de los nlcleos en presencia de un campo
magnético externo. A diferencia de la técnica de imagen, la
ERM nos proporciona informacién de tipo bioguimico. Esta
infformacion  bioguimica  permite  andizar las
concentraciones rel ativas de diferentes sustancias.
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Fig. 2. Espectro de alta resolucion de una muestra de tejido
sano.

Dentro de la técnica de ERM se pueden distinguir entre dos
modalidades. La primera de €ellas es |la denominada ERM in
vitro. Esta consiste en realizar € estudio espectroscopico,
de la disolucion de una muestra de tejido, con equipos con
campos magnéticos de dta intensidad (8 T). Esta técnica
proporciona una alta resolucion de los picos de resonancia
debido ala gran intensidad y homogeneidad de |os campos
magnéticos utilizados. La segunda de estas técnicas es la
denominada ERM in vivo. En esta modalidad |os estudios
espectroscopicos se redizan en equipos de resonancia
clinicos con campos de menor intensidad (1,5 T). Estos
equipos tienen campos magnéticos de una homogeneidad
menor que los estudios de alta resolucién. Ademés de estos
problemas técnicos, los espectros adquiridos en equipos
clinicos tienen efectos debidos a las secuencias de
localizacion necesarias para la seleccion del volumen de
interés.
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Fig. 1. Espectro de baja resolucion de cerebro sano

En la actualidad se esta intentando comprobar la capacidad
dela ERM paradistinguir entre diferentes patologias, dadas
sus posibilidades para medir concentraciones de diferentes
metabolitos de una forma no invasiva. La determinacion de
las sustancias que aparecen dentro del volumen estudiado y



de sus concentraciones se observa en forma de diferentes
picos de resonancia. El érea de estos picos nos da la
informacion de la concentracion de cada metabolito.

Sin embargo, los resultados obtenidos con experimentos de
espectroscopia in vivo no muestran unas conclusiones
homogéneas, no pudiéndose repetir los mismos resultados
por diversos autores. Por una parte, algunos autores
propusieron incrementos en la sefial de colina como un
indicador de malignidad en gliomas [2-4], pero este
resultado es contradictorio con el aportado por otros
estudios [5]. Similarmente, la sefia de lipidos mdviles fue
propuesta como criterio de malignidad en gliomas, pero su
presencia no pudo ser confirmada en todos los
glioblastomas estudiados, el tumor glial de prondstico mas
grave. Similares discrepancias se producen con otros
metabolitos, como creatina y fosfocreating, taurina, glicina
0 inositol [6]. Estas discrepancias reflgjan por un lado la
enorme variabilidad de los patrones espectrales de los
tumores, que proporcionan muy posiblemente dentro de una
misma clase un indicador més sensible que los criterios
histoldgicos. Por otra parte, €l uso de diferentes protocolos
de adquisicion de datos entre los diversos |aboratorios hace
mas dificil la comparacion de los resultados obtenidos por
cadauno deé€llos.

Por otra parte, |os progresos obtenidos en e diagndstico de
tumores mediante biopsias analizadas por ERM de alta
resolucién han resultado més satisfactorios. Entre otras
comparaciones, ha sido posible discriminar entre gliomas
de dto y bao grado con un 85% de aciertos y entre
meningiomas y gliomas con un 100% de aciertos,
entendiendo como acierto la coincidencia de tipo y grado
entre ERM vy diagnoéstico histolégico. El porcentgje de
diagnésticos correctos se aproxima y en algunos casos
supera el 90% de las biopsias procesadas [ 7-9].

Debido a esta diferencia en la capacidad discriminante entre
ambas técnicas es bueno intentar dilucidar si los estudios in
vivo pueden llegar a tener una capacidad discriminante
parecida a los estudios in vitro. Para poder redizar esta
comparacion entre estos dos tipos de estudios se ha
desarrollado un procedimiento para reducir laresolucién de
los espectros de ata resolucién y asi poder generar
espectros de campo clinico a partir de espectros de alta
resolucion. Este hecho permitira tener una idea de la
capacidad discriminante de un mismo tegjido a ambas
resoluciones. Posteriormente se pasard a comparar la
capacidad discriminante de los resultados obtenidos a las
diferentes resoluciones.

Para calcular los discriminantes a las diferentes
resoluciones se ha utilizado € discriminante de Fisher. Para
esta clase de discriminante la probabilidad de que un
elemento pertenezca alaclasei o j, p; 0 p; respectivamente,
se expresa como p= 1/(1+exp(-F;)), siendo pj=1-p;, donde
Fij es e vaor de la funcion discriminante de Fisher para
comparar las clasesi y j. Lafuncion discriminante de Fisher
se define como Fij =fi -fj, donde fi y fj contienen la
combinacién linea de las variables (&reas de los picos o
relaciones entre ellas) que mejor discriminan entre todas las
clases comparadas. Valores positivos de la funcidn
discriminante de Fisher muestran que el elemento estudiado
pertenece alaclase i mientras que valores negativos revelan
que € elemento pertenece alaclasej.

2. Material y métodos

Se han sdeccionado muestras de tgjido sano y de dos
patologias diferentes (astrocitomas de dto grado y
meningiomas). El criterio para readizar e diagnéstico
patolégico se ha hecho siguiendo € criterio de la
Organizacion Mundial de la Salud. Inmediatamente después
de ser extraidas las muestras han sido introducidas en
nitrégeno liquido a -70 °C, para evitar interferencias de
calor y de lafalta de oxigenacion del tejido. Para cada una
de las muestras tomadas se ha preparado un extracto acido
normalizado con KOH. Posteriormente, € extracto acido
ha sido liofilizado y resuspendido en agua deuterada
(99,9%, D). La cantidad de muestra que se ha utilizado es
unos 100mg de tejido por ml de D,0.

2.1 Espectros de Alta Resolucion.

Las sefiaes de alta resolucion han sido adquiridas para €l
nicleo de hidrégeno *H en una méguina Bruker AM-360.
La sefial se ha adquirido después de un pulso de excitacion
de 90°, con un tiempo de repeticion de 10 s. Se adquieren
16384 puntos en dominio del tiempo con una separacion
entre muestras de 116 microsegundos.

Mas tarde, se procesa cada uno de los espectros adquiridos
de las muestras de tegjido, para obtener toda la informacién
posible de los distintos picos de resonancia. La autentica
informacion se encuentra en el &rea encerrada por cada una
de las resonancias que estan relacionadas con las
concentraciones que hay de las distintas sustancias que se
encuentran en lamuestra

Posteriormente, introduciendo tanto los datos obtenidos del
espectro, como las relaciones entre las éreas de las distintas
resonancias en un programa estadistico calculamos los
parametros para construir € clasificador de Fisher que
mejor separe entre | as diferentes clases de tejidos.

2.2 Procedimiento para reducir la resolucion.

Una vez hemos obtenido € discriminante para e caso de
ata resolucion es necesario tener los espectros de baja
resolucién para las mismas muestras de tejido. Para esto se
ha desarrollado un procedimiento que permite pasar los
espectros de alta resolucién a espectros adquiridos a campo
clinico. Este procedimiento se ha implementado usando €l
lenguaje de programacion IDL (Research Systems Inc.
Boulder CO). En é se tienen en cuenta los efectos mas
caracteristicos y que mas influyen en la adquisicién de un
espectro clinico.

2.2.1 Alineacion y separacion de las sefia es.

El primero de los pasos para reducir la resolucion es
transformar los datos de ata resolucion, adquiridos en €
dominio del tiempo, a dominio de la frecuencia, donde son
observables cada una de |as resonancias. Una vez se tiene e
espectro en el dominio de la frecuencia se pueden
diferenciar las resonancias de interés. De entre todas las
resonancias observables se puede distinguir la resonancia
del TMS (Tetrametilsilano). Esta resonancia se ha tomado
por motivos histéricos como referencia para construir la
escala de desplazamientos quimicos. En nuestro caso esta



resonancia se utiliza para ainear todos los espectros y asi
COoNseguir que un mismo pico se encuentre en & mismo
interval o de puntos en todos | os espectros.

Una vez alineados todos |os espectros generamos diferentes
mascaras para separar las resonancias de interés. Esta
mascara esta compuesta por una serie de puntos que tienen
un valor 1, en lazonainterés, y un valor cero para el resto
del espectro. Se ha generado una méscara de este tipo para
cada una de | as resonancias que aparecen en un espectro de
campo clinico [1], siendo supervisadas y modificadas para
asegurar que en cada uno de los espectros se estaba
seleccionando solamente la parte de interés. Debido aquela
sefidl de espectro es una sefial complgja aplicamos la
mascara tanto ala parte real como alaparte imaginaria.

2.2.2 Modificacion de cada pico de resonancia.

Después aplicamos a cada una de las resonancias un factor
de correccion f; (ec. 2.1) para simular €l efecto que tiene e
uso de las secuencias de localizacién sobre la amplitud de
las diferentes resonancias. Este factor depende del tiempo
de eco, que se usaria en la secuencia localizadora que se
quiere simular, y del tiempo de relgjacion T2 de cada una
delasresonancias seleccionadas.

TE

fi= exp T2 Ecuacion. 2.1

Otro de los efectos que se han ssimulado es e debido a los
acoplamientos de las resonancias, para aquellos casos que
sea preciso, como por gjemplo €l lactato. Este es otro efecto
gue producen las secuencias localizadoras haciendo que las
resonancias acopladas cambien de fase dependiendo del
tiempo de eco utilizado. El desfase producido por la
secuencia localizadora depende, como hemos dicho
anteriormente, del tiempo de eco de la secuencia
localizadora y de la constante de acoplo de la resonancia en
cuestion.

desfase =p * (TE* J)

2.2.3 Simulacioén de efectos globales.

Después de haber simulado todos los efectos que afectan a
cada una de las resonancias por independiente se vuelve a
generar una sefial suma de todas éstas. Una vez se tiene la
sefid total la volvemos a pasar a dominio del tiempo por
medio de la transformada de Fourier inversa. Ya en €
dominio del tiempo aplicamos una funcion que simule la
menor homogeneidad del campo magnético externo
aplicado que existe en los equipos clinicos con respecto a
los equipos de dta resolucién. Para smular este efecto
hemos convolucionado nuestra sefidl con una funcién
exponencial decreciente. Esta funcion reflgja € efecto de
perdidas de fase de las distintas resonancias debido a la
falta de homogeneidad del campo. A diferencia de los casos
anteriores, aplicamos este efecto a todas las resonancias por
igual debido a que la falta de homogeneidad de la maquina
afectaatodo €l espectro.

Parafinaizar e proceso sdlo quedaintroducir mas ruido en
la sefial debido a que los espectros de alta resolucion a ser

Ecuacion. 2.2

tomados de una disolucion casi carecen de ruido. Por otra
parte, los espectros adquiridos in vivo presentan una
intensidad de ruido mucho mayor. La intensidad del ruido
se harelacionado con laatura del pico de referencia que se
ha tomado para alinear todos | os espectros.

Una vez se han obtenido los espectros simulados de baja
resolucion a partir de los espectros de ata resolucion, se
pasa a procesado de los mismos de la misma manera que se
hizo con |os espectros de alta resolucion.

Con los datos obtenidos del andlisis de los espectros
volvemos a cacular e discriminante de Fisher, de igual
manera a como se hizo con los espectros de alta resolucion.

3. Resultados

Para comparar la capacidad discriminante de cada una de
las técnicas (in vitro e in vivo) se han utilizado los
porcentajes de acierto que proporciona € discriminante de
Fisher, obtenidos mediante SPSS.

A continuacion se muestran los porcentgjes de aciertos
obtenidos para cada resolucién.

BajaResolucion | AltaResolucion
Normal 88% 100%
Astrocitoma 79% 80%
Meningioma 78% 94%
4. Discusion

Como se observa en la tabla anterior, en baja resolucion se
obtienen unos valores de aciertos menores que en ata
resolucion. Al igual que en e caso de ata resolucion se
observa que € cerebro normal se sigue distinguiendo, con
bastante seguridad del resto de |os tumores.

Otra de las conclusiones que se pueden obtener de este
estudio es que los astrocitomas de alto grado se pueden
distinguir con un acierto parecido tanto en € caso de ata
como en el caso de baja resolucion. Esto significa que las
componentes discriminantes de este tipo de tumores no se
ven muy afectadas por la reduccién de la resolucion.

En este punto también hay que destacar la aparicion de
lactato (1.3 ppm) tanto en los tejidos sanos como en los
tgjidos patologicos dentro de los espectros de dta
resolucion. Este efecto se debe al proceso de extraccion de
las muestras de tejido y a la falta de oxigenacién del tegjido
durante la misma. Este hecho puede hacer que empeore la
capacidad para discriminar entre los diferentes tumoresy e
tejido sano.

Otras de las ventagjas de los estudios in vivo respecto alos
estudios in vitro es la aparicion de la sefid de lipidos que
puede ayudar a separar entre diferentes tumoresy de la que
se carece en estudios in vitro.

Uno de los aspectos que pueden empeorar |os datos de baja
resolucion, y por lo tanto €l resultado que se obtiene de
dlos, es lainfluencia de las colas de la sefial del agua. Este
efecto afecta a las medidas de |as sefidles de interés debido
a que éstas se superponen a la sefial del agua teniendo que
usar procedimientos para eliminar éstos de la linea base.




Estos procedimientos son dependientes del operador y dan
lugar amedidas de las &reas de |os picos mas imprecisas.

Por Gltimo, se puede concluir que, a partir de los resultados
obtenidos en este trabajo, los espectros de baja resolucién
parecen tener suficiente informacion como para poder
discriminar entre las patologias. Por otra parte conviene
destacar la necesidad de hacer un estudio parecido para un
mayor nimero de patologias. Ademas seria interesante
redizar el mismo estudio con espectros de alta resolucion y
espectros de baja resolucion adquiridos del mismo tejido
sin necesidad de redizar un estudio simulado como el
realizado en este trabgjo.
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