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ADVANTAGES AND APPLICATIONS OF
QUANTITATIVE MOLECULAR IMAGING

El término imagen molecular hace referencia a toda modali-
dad de imagen biomédica (Figura 1) capaz de detectar y cuan-
tificar procesos celulares in vivo de forma remota y no inva-
siva. La mayoria de las técnicas de imagen, hoy en dia
ampliamente extendidas en la practica clinica, se han desarro-
llado sobre modelos preclinicos, en su mayoria roedores. Aun-
que son varias las modalidades englobadas bajo el término de
imagen molecular éstas difieren principalmente en sus funda-
mentos fisicos y en el tipo de informacién que proporcionan,
anatomica (CT y RM) y/o funcional (PET, SPECT, RM y 6ptica).

Figura 1. Modalidades de imagen molecular para pequeiio ani-
mal. Ejemplos ilustrativos de la variedad de imdgenes que se
pueden obtener. (A) Imdgenes PET-CT de la funcion cerebral en
embriones de pollo (arriba) y CT en 3D de una cabeza de rata.
(B) Imagen cerebral por RM. (C) Imagen dptica: fluorescencia
(arriba) y bioluminiscencia. (D) Vista de un pez cebra vivo
obtenida mediante SPIM. (E) Imagen combinada SPECT-RM
del cerebro de una rata.

ADN: Acido desoxirribonucleico

CT: Tomografia computarizada

BE-FDG: 2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa

hMSCs: Células madre mesenquimales humanas
PET: Tomografia por emision de positrones
RM: Resonancia magnética

SPECT: Tomografia por emision de foton unico
SPIM: Microscopia de haz de laser plano
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Si nos olvidamos de sus diferencias y nos centramos en el
flujo de trabajo tipico que encontramos cuando se hacen es-
tudios preclinicos (con animales de experimentacion) podemos
simplificar el proceso en cuatro pasos (Figura 2).

Primeramente prepararemos al sujeto (paso 1); general-
mente esta fase es sencilla porque suele implicar un cambio en
la dieta uno o varios dias antes de la imagen. El mismo dia del
estudio administraremos un agente de contraste o sonda (paso
2). Lo cual, simplificando mucho, nos permitira resaltar deta-
lles en nuestra imagen. Tras estos pasos necesitaremos de ins-
trumentacion especializada para adquirir la imagen (paso 3).
En lo relativo a la instrumentacion, hoy en dia se aboga por la
combinacion de varias modalidades de imagen dentro de una
misma maquina (PET-CT, PET-RM, Optica—CT), lo que repre-
senta un reto de disefio. Por ultimo, una vez obtenida la ima-
gen tendremos que analizarla (paso 4). Especialmente en los
estudios preclinicos, el andlisis de la imagen combinara la
inspeccion visual (altamente extendida en el diagnéstico cli-
nico) con la obtencion de valores numéricos (datos cuantitati-
vos), lo cual puede requerir el uso de sofisticados programas
informaticos. Estos valores refuerzan los hallazgos obtenidos
en la inspeccién visual y ademés aportan informacion adicio-
nal y objetiva sobre el estado del tejido/organo que estemos
examinando.

Esta tesis se ha centrado en explorar tres estrategias para
mejorar la calidad del resultado a diferentes niveles a lo largo
del proceso de formacién de iméagenes: desde el protocolo
preparatorio pre-imagen (Figura 2, paso 1), pasando por nue-
vas sondas moleculares de imagen (Figura 2, paso 2) y finali-
zando con algoritmos de post-proceso (Figura 2, paso 4). Estas
estrategias se han probado en tres escenarios preclinicos dis-
tintos que respondian a tres problemas de investigacion clini-
COS.

Hoy en dia nadie puede discutir la importancia de la ®F-
FDG en la practica clinica. Esta molécula (marcada radiactiva-
mente) es captada por las células al ser muy parecida a la
glucosa, especialmente por aquellas con alto metabolismo
como los tumores, lo que permite su localizacién. Su principal
limitacion reside en que diversos o6rganos, como el cerebro o
el corazon (Figura 3A), también captan altas cantidades de
8E-FDG en condiciones normales, lo que dificulta el diagnos-
tico de diversas patologias. Se han propuesto varios protocolos
pre-imagen (basados en el uso de dietas o farmacos) para re-
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Figura 2. Esquema de pasos para obtener una imagen. Debemos destacar que estos pasos no son imprescindibles en todas las moda-
lidades. Por ejemplo, la obtencion de una imagen de RM no requiere del uso de agentes de contraste (paso 2). En algunos otros casos
el uso de agentes de contraste en RM permite diferenciar entre tejido patoldgico y sano.

ducir la captacion inespecifica de '®F-FDG, especialmente del
corazon, pero hasta ahora no se ha realizado ningtin estudio
comparativo. La primera parte de esta tesis trata de mejorar la
imagen de lesiones cercanas al corazon mediante la reduccion
del fondo, es decir, intentando “apagar” la captacion de '°F-
FDG por parte del corazon. Para ello presentamos un protoco-
lo simple y efectivo que aprovecha la capacidad que tiene el
tejido cardiaco para cambiar de sustrato metabdlico (de gluco-
sa a acidos grasos), mejorando asi la visualizacion de lesiones
en su vecindad. La Figura 3 muestra como es posible eliminar
la captacion del tejido miocardico mediante el uso de una
dieta alta en grasas (Figura 3A basal frente a 3B). Ademas este
“apagado” permite visualizar mejor las lesiones cercanas al

corazon (Figura 3B comparada con 3C).

B) PARCIAL

Por otro lado, son muchos los esfuerzos que se dedican al
desarrollo de nuevos agentes/sondas de imagen para que ten-
gan una interaccion mas especifica con la diana. Sélo un pe-
quefio numero de estas nuevas sondas llegan a tener aplica-
cién clinica, porque en muchos casos no cumplen los
requisitos de seguridad necesarios, sobre todo si implican el
uso de material genético. El uso de este tipo de sondas, cono-
cidas como vectores genéticos, es esencial cuando se quiere
seguir el camino que realizan un grupo de células tras ser in-
troducidas en un organismo vivo, es decir, para el seguimien-
to de terapias celulares. La segunda parte de esta tesis aprove-
ché nuevas estrategias de la biologia molecular para desarrollar
un vector genético para imagen Optica mas seguro para poder
seguir y visualizar las células. En este caso, la mejora en la
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Figura 3. Imagen PET-CT de la cavidad tordcica. (A) Imagen PET (color) tipica del corazén tras la administracion de '*F-FDG, donde
el miocardio del ventriculo izquierdo aparece muy intenso. (B) Si la dieta no funciona correctamente, no podemos distinguir si la
zona marcada por la flecha es parte del corazon o es una lesion pulmonar. (C) Si el miocardio desaparece de la imagen, entonces

todas las lesiones son claramente visibles.
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Figura 4. Cama multimodalidad. (A) Imagen real de la cama.
(B) Esquema de la cama y la colocacion de los marcadores
(C,, C, y C)). El animal se coloca como representa el dibujo,
el orificio del puente permite pasar la cola hasta la base, con
este montaje los marcadores quedan en distintos planos (C,
estd posicionado bajo la cama por eso no aparece) y rodean la
region de interés, el neuroblastoma (morado).

seguridad se basa en conseguir que el material genético intro-
ducido en la célula no se integrase en del ADN celular, lo cual
puede causar mutaciones. Dicho efecto mutagénico se debe a
la presencia de restos de ADN bacteriano (organismos de los
que proceden dichos vectores, conocidos como plasmidos). Por
ello, en este trabajo se disefid un nuevo vector (denominado
minicirculo, debido a su reducido tamafio y su forma circular)
al que se le elimind el material genético bacteriano, lo que
evita su integracion aleatoria en el ADN de las células huma-
nas, es decir, lo hace mas seguro. Ademds, y dado que se trata
de una sonda para imagen, necesitabamos que dicho vector
permaneciese funcional a lo largo del tiempo. Esto se consi-
guié haciendo al minicirculo heredable, es decir, se divide
cuando la célula se replica y asi esta presente en las células
hijas, proporcionando una amplia ventana de tiempo, meses,
para seguir el movimiento de las células.

Por ultimo, aunque los vectores genéticos descritos ante-
riormente tienen claras ventajas funcionales frente a los mé-
todos tradicionales de marcaje celular (radiotrazadores), estos
ultimos son los unicos de aplicacion clinica habitual debido a
su rapido y sencillo uso en el marcaje celular. Como ya hemos
mencionado, el principal interés del marcaje celular, ademds
de para el diagndstico, es poder visualizar los movimientos de
las terapias celulares tan en boga hoy en dia. El motivo es que
una vez que inyectamos las células en un organismo nos que-
damos ciegos a sus efectos y los unicos datos que tenemos son
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indirectos. Esta ceguera ha suscitado que se plantee si los efec-
tos de las terapias son directos (llegan y reparan el dafio) o por
el contrario no alcanzan la region de interés pero activan
respuestas de reparacion en el organismo. En este contexto, el
ultimo trabajo de esta tesis analizo si las hMSCs alcanzan di-
rectamente el tejido tumoral tras ser inyectadas en un modelo
de ratén portador de un tumor (neuroblastoma). Cuando tra-
bajamos con técnicas de imagen nuclear (PET y SPECT), en
muchos casos el reto del andlisis de la imagen reside en la
localizacion de la sefial al no ofrecer mucha informacién ana-
tdmica. Por ello, el uso de la imagen nuclear se combina con
otras modalidades que aporten informacion anatémica (Figu-
ra 1A PET-CT y 1E SPECT-RM), lo que se conoce como ima-
gen multimodalidad. Aunque lo ideal seria contar con maqui-
nas (conocidos como sistemas hibridos) que engloben dos o
mas modalidades, hoy en dia algunas combinaciones son
poco realistas. La parte final de esta tesis trata de mejorar la
localizacion de la sefial cuando la actividad en la region de
interés es muy baja en comparacion con el fondo, empleando
imagen multimodalidad. Para ello diseflamos una cama mul-
timodalidad con tres marcadores que rodeaban la region de
interés (Figura 4). También validamos un método de registro
semi-automatico, es decir, de una herramienta informatica que
permita la combinacion de las imagenes SPECT/RM de peque-
fio animal obtenidas con sistemas no hibridos. Este procedi-
miento nos ha permitido demostrar la llegada al neuroblasto-
ma de hMSCs marcadas con "[n-oxina, 24-48 horas después
de su implantacion.

En resumen, esta tesis demuestra que: 1) los protocolos
pre-imagen basados en dietas altas en grasas suprimen la cap-
tacion de "®F-FDG por parte del miocardio, lo que de hecho
mejora la visualizacion de lesiones inflamatorias cerca del co-
razon; 2) es posible diseniar prometedoras sondas genéticas
que eviten los problemas de seguridad y proporcionen una
amplia ventana de tiempo para realizar estudios de imagen;y
3) el disefio de un dispositivo de trasporte y sujecion simple
(cama) permite sacar partido a estudios multimodalidad de
sistemas no hibridos, SPECT-RWV, para la localizaciéon y cuan-
tificacion de regiones con baja sefial.
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