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Resumen

Introducción: Los gliomas son tumores malignos altamente celulares del sistema nervioso central. Su grado histológico preoperatorio es de utilidad en el manejo quirúrgico, por lo que la resonancia magnética con secuencias avanzadas intenta brindar mayor información tumoral.  
Objetivo: Relacionar el coeficiente aparente de difusión (CAD) y celularidad de los gliomas de pacientes entre enero 2015 a diciembre 2017.
Metodología: Retrospectivamente se obtuvieron de archivos clínicos la edad, sexo, tipo, grado histológico y sitio anatómico. Se calculó el CAD en 5mm2 en los estudios de resonancia magnética preoperatorias y se utilizó las laminillas para conteo de celularidad en 5mm2 digitalmente. Se utilizó análisis estadísticos descriptivos y coeficiente de correlación entre CDA con celularidad. Se utilizaron valores de p < 0.05 para significancia estadística.
Resultados: 46 casos fueron incluidos, 56.5% fueron hombres. El rango de 41-64 años fueron los más afectados. El glioblastoma fue el tipo histológico más frecuente (47.8%), así como los gliomas de alto grado (73.9%). El 95.7% fueron supratentoriales. La celularidad promedio fue de 3970 ± 2900 vs 2436 ± 948 núcleos/5mm2 (p = 0.13), con valores promedio de CDA mínimo de 0.813 x 10-3 ± 0.229 mm2/s vs 1.052 x 10-3 ± 0.196 mm2/s (p = 0.002), para los gliomas de alto y bajo grado respectivamente. La correlación entre CDA y celularidad fue débil (R = - 0.13, p = 0.37).
Conclusión: Existe correlación débil inversamente proporcional entre el CDA y la celularidad con distinción de gliomas de bajo y alto grado con valores de CDA mínimos.


Abstract
Introduction: Gliomas are highly cellular malignant tumors of the central nervous system. Its preoperative histological grade is useful in surgical management, so magnetic resonance imaging with advanced sequences tries to provide more tumor information.
Objective: Correlate apparent diffusion coefficient (ADC) and cellularity of gliomas of patients between January 2015 to December 2017.
Methodology: Data of age, sex, type, histologic grade and anatomic site were retrospectively obtained from clinical archives. The preoperative magnetic resonance ADC was calculated in a 5 mm2 region of interest and the microscope slides were used for the cellularity digitally count in 5 mm2. Descriptive statistical analysis and correlation coefficient between ADC and cellularity were used. Values ​​of p <0.05 were used for statistical significance. 
Results: 46 cases were included, 56.5% were men. The 41-64 years ranges were the most affected. Glioblastoma was the most frequent histological type (47.8%), as well as high grade gliomas (73.9%). 95.7% were supratentorial. The average cellularity was 3970 ± 2900 vs 2436 ± 948 nuclei/ 5mm2 (p = 0.13), with average minimum ADC values ​​of 0.813 x 10-3 ± 0.229 mm2/s vs 1052 x 10-3 ± 0.196 mm2/s (p = 0.002), for high- and low-grade gliomas, respectively. The correlation between ADC and cellularity was weak (R = - 0.13, p = 0.37).
Conclusions: There is a weak inversely proportional correlation between ADC and cellularity. With distinction of low- and high-grade gliomas with minimum ADC values.


Introducción 
Los gliomas son tumores primarios del sistema nervioso central compuestos por células gliales(1). Estos son los tumores malignos más frecuentes del sistema nervioso central y son clasificados según la Organización Mundial de la Salud (OMS) en: tumores astrocíticos difusos y oligodendrogliales, otros tumores astrocíticos, tumores ependimales y otros gliomas(2). Se clasifican a su vez en cuatro grados en base a criterios histológicos establecidos por la OMS, en donde se evalúa la atipia celular, actividad mitótica, proliferación vascular y/o presencia de necrosis(3).

En cuanto a la epidemiología, el reporte estadístico de la OMS menciona una incidencia de 3.5 casos por cada 100 000 habitantes y una tasa de mortalidad del mismo de 2.6 muertes por 100 000 casos(4). En Estados Unidos se presentaron 119 674 nuevos casos malignos, con predominio mayor en el sexo masculino y una tasa de incidencia calculada de 10.9 por 100 0000 habitantes1.

En Europa, la incidencia de tumores del sistema nervioso oscila entre 4.5 a 11.2 casos por 100 000 habitantes, con mayor incidencia en el sexo femenino, dentro de los cuales los tumores gliales representan 5.4 por 100 000 habitantes(5).

En Centro América y América del Sur, para el 2012 se reportó que los tumores del sistema nervioso central eran la décima primera causa de morbilidad y mortalidad; luego en el 2016 se reportaron 12 000 casos de tumores malignos, con tasas de incidencia desde 0.3 a 6.2 casos por 100 000 habitantes(6,7).

En Panamá no se cuenta con tasas específicas de los tipos de tumores del sistema nervioso central. Según el último Registro Nacional de Cáncer, publicado en el 2012, se presentaron 99 casos de tumores del encéfalo, con leve predominio en el sexo masculino, estos tumores se encuentran en el segundo lugar de frecuencia en el grupo de 0 a 14 y 15 a 29 años, y en el quinto lugar dentro del grupo de 30 a 44 años(8).

Estos pacientes presentan altas tasas de morbimortalidad representando altos costos hospitalarios. En un estudio en pacientes asegurados en Estados Unidos tratados por gliomas de alto grado, se observó que representan uno de los grupos de pacientes con mayores costos hospitalarios con incrementos hasta de $180 000 por paciente(9).

Con respecto al diagnóstico y manejo preoperatorio de los tumores cerebrales, se realizan estudios de imagen, siendo la resonancia magnética la piedra angular en el estudio de estos. Esta cuenta con secuencias básicas que en la mayoría de los casos serán limitadas para el diagnóstico preciso, y con secuencias avanzadas que se han implementado en las últimas décadas, sobresaliendo perfusión, espectroscopía y difusión(10,11,12).

La secuencia de difusión se basa, esencialmente, en la sensibilidad a los movimientos aleatorios de las moléculas en una determinada área de tejido, como el agua extracelular(13,14). El método mayormente utilizado para cuantificar el coeficiente de difusión fue propuesto en 1965 por Stejskal y Tanner quienes introdujeron dos gradientes que potencian la difusión atenuando la magnetización transversa. La magnitud de estos gradientes está determinada por el valor de b, que es el resultado de una fórmula que toma en cuenta la amplitud y la duración de los gradientes, además del intervalo de tiempo entre ambos gradientes(15).

La secuencia de difusión también puede poseer información T2, por lo que se hace necesario calcular el coeficiente de difusión aparente (CDA), para conocer si el aumento de la señal se debe a restricción de la difusión o a efecto T2. Este se calcula de forma manual (mediante fórmulas matemáticas) o automática (mediante software), en el postprocesamiento, en donde se despliega una imagen paramétrica que brinda la información de las diferencias de difusión en un tejido, dando un número calculado de difusión de moléculas cuya unidad de medida es “mm2/s”(16).

La celularidad de los tumores aumenta directamente proporcional con el grado histológico. Esto lleva a la hipótesis de que, a mayor número de células habrá disminución del espacio extracelular y por ende una menor difusión de las moléculas de agua en este espacio(17). Sin embargo, investigaciones clínicas publicadas muestran información inconsistente(18). Mientras que algunos autores identifican una correlación significativa entre el valor de CDA y la celularidad en diferentes tumores, otros no(19).

El presente estudio tiene como objetivo principal identificar si existe relación entre el CDA y la celularidad de los gliomas en pacientes del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid.

Metodología
Se realizó un estudio observacional, retrospectivo, transversal y analítico. El universo lo constituye los pacientes con diagnóstico descriptivo u oficial de algún tipo de glioma según la clasificación de la OMS, en el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero de 2015 a diciembre de 2017.

La frecuencia esperada es de 1.8% según registro nacional(8), con un margen de error de 5%, la muestra ideal calculada en función “StatCalc” de EpilnfoTM v.7.2.2.6 (Centro de Control de Enfermedades, Atlanta) es de 27 casos, por lo que la muestra será el universo. Esté estudio conto con la aprobación del Comité Regional de Investigación de Panamá Oriente de la Caja de Seguro Social de Panamá, del Comité Institucional de Ética de la Investigación de la Caja de Seguro Social de Panamá, y de la Subdirección de Docencia e Investigación.

Los criterios de inclusión utilizados fueron: ser paciente con diagnóstico oficial o descriptivo de algún tipo de glioma según la OMS, disponibilidad de las laminillas con tinción de hematoxilina y eosina, información completa de las variables demográficas (edad, sexo), información del tipo histológico, grado tumoral, sitio anatómico y contar con resonancia magnética preoperatoria con la secuencia de difusión en pacientes del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero 2015 a diciembre 2017. Se excluyeron del estudio los casos con informe histopatológico que no contaran con los diagnósticos acordes descritos en la OMS, ni con los grados histológicos; dificultades en la medición del CDA, por ejemplo, lesiones completamente hemorrágicas, necróticas, calcificadas o con artificios; falta de disponibilidad de las laminillas al momento de la evaluación; dificultades al momento del conteo celular, ya sea por tejidos que presentaran marcada vascularización, inflamación, necrosis, o en casos  que la única área de interés sea menor de 5.0 mm2; muestras menores de 5.0 mm2 de tejido neoplásico y/o ausencia de tejido neoplásico.

Se recolectó de los informes histopatológicos la información de las siguientes variables: sexo, edad, tipo histológico basados en la última clasificación de la OMS(2), sitio anatómico (supratentorial, infratentorial) y grado histológico (Grados I al IV).

La obtención del CDA fue mediante equipo Phillips modelo Achieva de 1.5 T (2004, Philips, Ámsterdam, Holanda), con secuencias básicas y secuencias avanzadas. La secuencia de difusión se realizó con técnica eco planar (Tiempo de repetición: 3199 ms; Tiempo de eco: 78 ms; Ángulo de inclinación: 90; grosor: 5 mm; intervalo entre cortes: 1 mm), utilizando valores de b = 0 y b = 1000 s/mm2., derivando posteriormente el mapa del CDA. Luego en consola de trabajo con plataforma Intellispace versión 6.0.1 (2004, Philips, Ámsterdam, Holanda), en donde un médico neuroradiólogo y médico residente autor, realizaron la medición del CDA, utilizando una región de interés (ROI) menor o igual a 5.0 mm2, en una parte sólida del tumor, que reforzara con el medio de contraste o que presentara restricción de la difusión cualitativamente, evitando áreas quísticas, necróticas, calcificadas o hemorrágicas. Resultando CDA con 3 números decimales y expresado con la unidad “mm2/s” (ver figura 1). Se usará el valor mínimo del coeficiente.

La celularidad de los casos se obtuvo mediante búsqueda de las laminillas y bloques de tejido parafinado en nuestro hospital, y en los casos referidos, en el Instituto Oncológico Nacional con previa autorización. Se procedió a evaluar cada laminilla (calidad de montaje y tinción de estas en microscopio óptico), a juicio de los autores se decidió si se debía remontar y/o reteñir. Luego se tomaron 5 fotos en 5 campos alternos a magnificación total de 200x mediante cámara Nikon modelo eclipse Ci-L (Tokyo Japón), instalada en microscopio, evitando áreas de necrosis, inflamación y proliferación vascular resultando en aproximadamente 5 mm2 de área total para igualar el área seleccionada en el CDA (también 5 mm2), y se guardaron los archivos de imagen para realizar conteo celular automatizado mediante software gratuito “QuPath” versión 0.1.2 (The Queen's University of Belfast, Norte de Irlanda, 2016), con la función “Cell Analysis”, posteriormente la validación de cada conteo observada en la imagen procesada (núcleos encerrados por círculos a color realizado por el software), y a juicio de los autores, se agregaron manualmente todo aquel núcleo que sea neoplásico no contabilizado por el software, y se eliminó todo aquel núcleo que no sea parte de la neoplasia (células inflamatorias, endoteliales y mesenquimal). Expresándose la celularidad de cada caso con la unidad “núcleos/5mm2” (ver figura 2).

Todas las variables fueron recogidas mediante hoja de guía tipo encuesta por los autores y luego la información obtenida fue introducida en base de datos creada en Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, 2018). Los análisis estadísticos básicos se realizaron en EpilnfoTM v.7.2.2.6 con tablas descriptivas con su frecuencia y porcentajes para las variables cualitativas y en media con desviación estándar para las variables cuantitativas, gráficas tipo caja y bigotes para el cruce de variables cuantitativas versus cualitativas. Se analizó si existe alguna diferencia estadísticamente significativa, mediante la función de “chi cuadrado (X2)”, para variables cualitativas y “t de Student” para variables cuantitativas paramétricas, usando valores de p menor a 0.05 como parámetro de significancia estadística.

Para la relación del CDA con la celularidad de los gliomas tenemos la hipótesis de trabajo de que existe relación inversa entre ambos. Por lo que se usará el coeficiente de correlación de Pearson si ambas variables resultan de distribución normal o coeficiente de rangos de Spearman si una o ambas variables resultan de distribución anormal con gráfica tipo correlación lineal para visualizar la relación entre estas dos variables cuantitativas mediante software “R” versión 3.5.3 (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Se usaron valores de p menor a 0.05 como parámetro de significancia estadística.

Resultados
Se encontraron 98 casos de gliomas en el periodo del estudio, solo 46 cumplieron los criterios de inclusión. La edad promedio global fue de 52.1 ± 16.1 años, con una edad mínima de 17 y máxima de 82 años. El sexo más frecuente fue el masculino con un 56.5% (ver tabla 1).

El tipo histológico más frecuente fue el glioblastoma (47.8%), seguido del astrocitoma difuso (17.4%) y astrocitoma anaplásico (17.4%), sin diferencias significativas entre hombres y mujeres (p = 0.36). Con respecto a los grados histológicos, los más frecuentes fueron, grado IV (50.0%), grado II (26.1%) y III (23.9%); no hubo casos grado I reportados que cumplieran con los criterios de inclusión. En cuanto al sitio anatómico, el más frecuente fue el supratentorial (95.7%) (ver tabla 1).

Los gliomas de grado II, III y IV mostraron una celularidad promedio de 2435 ± 948, 2960 ± 1757 y 4453 ± 3234 núcleos/5mm2 respectivamente, sin diferencia estadísticamente significativa entre los grupos (p = 0.16). Al agrupar los gliomas en alto grado (grado III y IV agrupados) y bajo grado (grado II), se observó una celularidad promedio de 3970 ± 2900 núcleos/5mm2 y de 2436 ± 948 núcleos/5mm2 respectivamente, pero esta diferencia tampoco fue estadísticamente significativa (p = 0.13) (ver gráfica 1). 

En cuanto al valor del CDA mínimo, los gliomas de alto grado mostraron un coeficiente promedio de 0.813 x 10-3 ± 0.229 mm2/s y de 1.052 x 10-3 ± 0.196 mm2/s para los tumores de bajo grado con diferencias estadísticamente significativa (p = 0.002), (ver gráfica 2).

La celularidad de los casos no mostró distribución normal (Prueba de Shapiro-Wilk, W = 0.81, p = 3x10-6) y los valores de CDA mínimo si lo mostraron (Prueba de Shapiro-Wilk, W=0.96, p = 0.19), por lo que se utilizó el coeficiente de Spearman, observándose una correlación negativa muy débil (R = -0.13, p = 0.37), (ver gráfica 3). 

Discusión
En nuestro estudio, los gliomas afectaron más a hombres que mujeres con un rango de edad similar a lo reportado en Estados Unidos (1,2) y en la Ciudad de Pereira en Colombia(20), aunque diferente a lo reportado en Europa (5), México (21) y Ciudad de Cartagena de Colombia (22), reportando mayor incidencia en mujeres. Esto demuestra que no existe predilección por sexo en estos tumores. En cuanto a edad, se afectó más a adultos mayores de 40 años en nuestra institución.

El tipo histológico más frecuente en ambos sexos fue el glioblastoma, similar a lo reportado en otros estudios realizados en Japón por Sugahara et al, Serbia y en Estados Unidos con 45, 52 y 47.1 % de los casos respectivamente(23-25), contrario a lo reportado en un estudio en México, donde los glioblastomas representaron el segundo lugar (24%)(21). El 73.9% de nuestros casos fue representado por gliomas de alto grado (grado III y IV), similar a los centros de Japón(23) y Estados unidos (25) que reportaron 85 y 76.5% de gliomas de alto grado respectivamente; sin embargo, en México solo fue el 31% de los casos(21) y en Pereira, Colombia 50.9%(20). Dicha proporción de los tipos y grados histológicos puede variar según los grupos etarios que reciba cada hospital; como, por ejemplo, en hospitales donde se atiende pacientes pediátricos y adultos, habría menor frecuencia de gliomas de alto grado, que al compararlo con hospitales que solo reciben pacientes adultos, como es el caso de nuestra institución, en donde se recibe un grupo etario mayormente afectado por gliomas de alto grado.

Los gliomas supratentoriales predominaron independientemente del tipo y grado histológico, similar a lo reportado en México(21). Esta diferencia puede deberse a que los tumores infratentoriales tienden a afectar más a edades pediátricas(2) y en nuestro estudio no se incluye dichas edades.

Todos los gliomas, independientemente del grado histológico, son más densamente celulares que el tejido no tumoral(26). En nuestro estudio el promedio de la celularidad en 5 mm2 demostró una tendencia directamente proporcional a medida que aumenta el grado histológico, sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente significativas debido a la pequeña cantidad de casos y otro factor biológico para tener en cuenta es la heterogeneidad celular dentro de los mismos tumores, mostrando áreas hiper o hipocelulares o especímenes no representativos de toda la masa tumoral (biopsias incisionales). No encontramos estudios sobre la densidad celular en gliomas en 5 mm2 en la literatura para comparar, sin embargo, al agrupar los gliomas en alto y bajo grado, igualmente se demostró una tendencia de mayor celularidad en los alto grado versus los bajo grado, similar a lo reportado en Japón(23) y Estados Unidos(25), aunque estos estudios contaron en campos de alto poder (entre 0.785 a 0.950 mm2 según tipo de microscopio) y no en 5 mm2 del tumor.

El promedio de CDA mínimo en nuestro estudio mostró ser menor en los gliomas de alto grado en comparación con los de bajo grado, similar a lo reportado en Japón por Yamasaki et al con 1.11x10-3 ± 0.12 en gliomas de alto grado y 1.58x10-3 ± 0.20 mm2/s en bajo grado(27) y en estudio en Serbia(24). El promedio de CDA en el estudio de gliomas pediátricos de Domínguez-Pinilla et al, en los gliomas de bajo grado fue 1.32x10-3 ± 0.46 mm2/s y alto grado 0.9x10-3 ± 0.29 mm2/s(28) con similares resultados a nuestro estudio en adultos. En otro estudio en Irán, se utilizó valores CDA mínimo, también encontraron relación inversa con el grado tumoral, con un punto de corte entre bajo y alto grado de 0.843x10-3 mm2/s(29). Teniendo en cuenta los valores de CDA reportados en nuestro estudio y la literatura, se puede utilizar el CDA para diferenciar el grado tumoral (bajo y alto grado), con un punto de corte de 0.813x10-3 mm2/s en nuestro estudio.

Al correlacionar la celularidad con los valores mínimos de CDA se pudo evidenciar una tendencia inversamente proporcional, aunque la fuerza de correlación fue débil probablemente por diversos factores, entre ellos, el tamaño de nuestra muestra, ausencia de gliomas grado I y la marcada variedad de la densidad celular entre cada tumor. Estos hallazgos fueron diferentes a los encontrados en Japón por Sugahara et al, en Estados Unidos y Alemania con una correlación moderada (valores de r entre 0.77 y 0.79)(23,25,30). Esta diferencia puede deberse a que estos estudios utilizaron menor área para el conteo celular en comparación con nuestro estudio y con los otros factores ya mencionados.
Nuestro estudio presenta limitaciones al valorar celularidad con los grados histológicos y la correlación entre celularidad con los valores mínimos de CDA, debido a una distribución anormal de la celularidad por ser tumores heterogéneos y mayoritariamente de alto grado con ausencia de grados I por criterios de inclusión.

Conclusión
Se encontró una relación inversamente proporcional entre la celularidad de los gliomas y el CDA, aunque esta correlación no fue estadísticamente significativa. Sin embargo, se logra distinguir los gliomas de alto y bajo grado con un punto de corte de CDA mínimo de 0.813x10-3 mm2/s, el cuál puede ser útil en la valoración radiológica de estos tumores y por ende en la planificación del abordaje terapéutico del paciente a aplicar. 

Recomendaciones
Recomendamos la realización de estudios con mayores números de casos con grados histológicos diversos para que la muestra sea más heterogénea de forma tal que sea mayor cantidad de tanto bajos como alto grado tumoral y poder llevar a la generalización de los resultados.
De la misma forma incluir población pediátrica, así como hacer uso del mapa de color en la secuencia de Difusión, para que por medio de escalas visuales o subjetivas se compare con datos objetivos como el valor del CDA. 
Incluir mediciones de ROI de CDA tanto intratumoral como en la periferia del mismo, con la idea de incluir sitios distintos de mitosis celular.
A pesar de que el conteo celular no se realice de manera rutinaria en los laboratorios de patología, recomendamos el uso de herramientas digitales para la misma y así determinar la celularidad en mayor área del tejido tumoral. 
Implementar de forma rutinaria la utilización de la última clasificación de tumores del sistema nervioso central de la Organización Mundial de la Salud. 
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Figura 1. Mapa de CDA. Glioblastoma (grado IV).
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Figura 2. A. Astrocitoma difuso, grado II de OMS, 127 células/0.950 mm2 (conteo total: 1437/5mm2); B. Astrocitoma anaplásico, grado III de OMS, 423 células/0.950 mm2 (conteo total: 2423/5mm2); C. Glioblastoma, grado IV de OMS, 643 células/0.950 mm2 (conteo total: 4918/5mm2). Hematoxilina y Eosina, 200x.
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Tabla 1. Frecuencia de grupos de edad, tipo histológico, grado histológico y sitio anatómico según sexo de los pacientes con gliomas diagnosticados en el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero 2015 a diciembre 2017.

	
	Sexo (n = 46)
	

	
	Mujeres (%)
	Hombres (%)
	

	Edad Promedio
	
	
	p = 0.65

	52.1 ± 16.1 años
	50.9 ± 16.8
	53.1 ± 15.9
	

	
	
	
	

	Tipo Histológico
	
	
	p = 0.36

	Astrocitoma difuso
	5 (10.9)
	3 (6.5)
	

	Oligodendroglioma
	1 (2.2)
	2 (4.3)
	

	Oligoastrocitoma
	2 (4.3)
	0 (0)
	

	Astrocitoma anaplásico
	3 (6.5)
	5 (10.9)
	

	Oligodendroglioma anaplásico
	1 (2.2)
	1 (2.2)
	

	Oligoastrocitoma anaplásico
	1 (2.2)
	1 (2.2)
	

	Glioblastoma
	8 (17.4)
	14 (30.4)
	p = 1.00

	
	
	
	

	Grado histológico
	
	
	p = 1.00

	II
	7 (15.2)
	5 (10.9)
	

	III
	4 (8.7)
	7 (15.2)
	

	IV
	9 (19.6)
	14 (30.4)
	

	
	
	
	

	Sitio Anatómico
	
	
	p = 0.59

	Supratentorial
	20 (43.5)
	24 (52.2)
	

	Infratentorial
	0 (0)
	2 (4.3)
	






















Gráfica 1. Celularidad según grado histológico agrupado de los pacientes con gliomas diagnosticados en el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero 2015 a diciembre 2017.
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Gráfica 2. Coeficiente de difusión aparente (CDA) mínimo según grado histológico agrupado de los pacientes con gliomas diagnosticados en el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero 2015 a diciembre 2017.
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Gráfica 3. Correlación entre el Coeficiente de difusión aparente (CDA) y la Celularidad de los pacientes con gliomas diagnosticados en el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid durante el periodo de enero 2015 a diciembre 2017.
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*R = Coeficiente de Spearman
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