Vision tridimensional de un estudio fundido PET-CT de una rata.

Imagen molecular

en medicina

Manuel Desco y Juan José Vaquero, Hospital General Universitario Gregorio Maranon

La imagen molecular se caracteriza, en el contexto de la imagen médica, por su capacidad para detectar y cuantificar en vivo procesos
celulares a nivel molecular, lo que permite el estudio de dichos procesos de forma remota y no invasiva, sin perturbar el sistema en estudio.

El auge de la imagen molecular se debe, entre otras circunstancias,
al reciente acercamiento de la biologia molecular y las tecnologias de
imagen, y cabe esperar que en un futuro cercano se produzca una ace-
leracién de la transferencia de estas técnicas a la practica clinica.

Un concepto clave de este campo es el de “sonda para imagen mole-
cular”. Se llama asi a cualquier compuesto capaz de proporcionar, por
una parte, un componente de afinidad o especificidad que determina
la diana biolégica a que se unira y, por otra parte, un componente que
permite su deteccién externa mediante diferentes técnicas de imagen.
Es interesante resaltar que un mismo componente de afinidad puede
unirse a diferentes componentes de deteccion, y eso facilita la eleccién
de la técnica de imagen mas adecuada.

Manuel Desco. Médico, ingeniero superior de Telecomunicaciones, especialista en Medicina

Nuclear y doctor por la Universidad Complutense de Madrid. Jefe de la Unidad de Medicina y
Cirugia Experimental del Hospital General Universitario Gregorio Maranon.

Juan José Vaquero. Doctor ingeniero de Telecomunicaciones y master en Tecnologia e
Instrumentacion Biomédica. Actualmente coordina las actividades de imagen molecular en el
Laboratorio de Imagen Médica del Hospital General Universitario Gregorio Maranon.

El gran éxito que esta teniendo la imagen molecular se debe en gran
medida a la buena aceptacion que tiene en aquellos campos de la biolo-
gia molecular en los que tradicionalmente se ha trabajado con métodos
in vitro y en los cuales el salto a la técnica in vivo supone un avance
importante. Las claves de este éxito radican en la capacidad de desa-
rrollar sistemas de imagen suficientemente sensibles, sondas de gran
especificidad y métodos de amplificacién para los casos en los que la
sensibilidad sea baja.

Imagen nuclear

La medicina nuclear ha sido una técnica de imagen intrinsecamente
molecular desde sus origenes, y su uso clinico estd ampliamente exten-
dido en la actualidad. Las sondas para la imagen nuclear utilizan como
componente de deteccién un atomo radiactivo cuyas emisiones pue-
den detectarse desde el exterior. Existen basicamente tres variantes: la
imagen plana (gammagrafia), la tomografia de elementos emisores de
fotén tinico (SPECT) y la tomografia de positrones (PET). La PET es la
que mejores caracteristicas presenta para la investigacién biomédica,
por su resolucion, caracter cuantitativo y mayor sensibilidad (puede

detectar concentraciones nanomolares). Ademas, el marcaje se realiza =»
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1 Y con radioisotopos de elementos constituyentes de la materia organica,
. como el carbono, el oxigeno, el nitrégeno o el flior, y eso amplia mu-

* b . T\ cho el abanico de sustancias que se pueden marcar. Su mayor inconve-

:" niente deriva del hecho de que los radioisétopos utilizados tienen pe-

riodos de semidesintegracién muy cortos, por lo que han de generarse
en ciclotrones in situ, lo que complica y encarece su uso.

Una de las dificultades que debe afrontar la imagen nuclear (PET o
SPECT) es su relativamente baja resolucion espacial, que dificulta
la identificacion de las estructuras. De ahi surge el interés de utilizar
simultaneamente otras modalidades de imagen estructural que apor-
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. A L - S A ten esa informacién anatémica, como, por ejemplo la tomografia de
- il rayos X.
bras drait

Tomografia de rayos X

La tomografia de rayos X (CT) aporta una informacién anatémica de
gran valor. El contraste de las imagenes depende de un parametro fi-
sico relativamente “simple”: el coeficiente de atenuacion a los rayos
X, directamente relacionado con la densidad del tejido. Podria decirse
que no es una técnica de imagen molecular en el estricto sentido de la
definicion, pero ha demostrado ser una herramienta complementaria
utilisima cuando se combina con otras modalidades de imagen funcio-
nal, dado que aporta una informacién estructural que permite una me-
jor localizacion de las funciones representadas en la otra imagen.
Como contrapartida de la imagen de rayos X cabe mencionar, por un
lado, el bajo contraste que presentan los tejidos blandos y, por otro,
la dosis de radiacion ionizante a la que expone la muestra, que no es
despreciable y que limita el nimero de exploraciones que se pueden
hacer en un mismo sujeto. Sus mayores ventajas son la simplicidad de
manejo y que puede integrarse facilmente con otras modalidades, en
dispositivos de imagen hibrida.

Imagen de resonancia magnética

El mecanismo de produccion de la imagen de resonancia magnética
(MRI) es bastante complejo: la muestra debe colocarse en el seno de
un potente campo magnético constante, habitualmente producido por
un electroiman superconductor. La muestra se “ilumina” con impulsos
de ondas de radio cuya frecuencia corresponde a la de resonancia de
ciertos nicleos —habitualmente, el de hidrégeno—, y los tejidos de-
vuelven esta energia que es captada desde el exterior por una bobina o
antena. Las diferencias quimicas de los entornos moleculares de esos
nucleos y la abundancia de los mismos determinan el contraste de la
imagen, en funcion de la secuencia de pulsos electromagnéticos apli-
cados a la muestra.

Es destacable la capacidad de la MRI para obtener informacién anaté-
mica, funcional e, incluso, de composiciéon quimica (mediante la llama-
da espectroscopia por resonancia magnética). La resolucién espacial
alcanzada depende del equipo y de la secuencia utilizada, y se llega,
incluso, a la obtencién de imagenes microscopicas (10 pm de resolu-
cién) con instrumentos especializados de alto campo.

La principal limitacién de la MRI como técnica de imagen molecular es
su relativamente baja sensibilidad, del orden de mili a micromolar. Esta
baja sensibilidad hace muy aconsejable el desarrollo de mecanismos
1: Gammagrafia de un esqueleto humano. 2: Resonancia magnética de cabeza de amplificacion que permitan aumentar la sefial; para ello se utilizan
humana. 3: Tomografia de elementos emisores de fotdn tnico (SPECT) cationes metalicos convenientemente quelados, o incluso nanoparticu-
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las superparamagnéticas. El desarrollo de estos agentes de contraste
constituye un area de investigacion muy prometedora, sobre todo en lo
relativo a agentes de contraste inteligentes, que se activan o desactivan
en presencia de una determinada enzima, cambiando selectivamente
las propiedades paramagnéticas del entorno en el que se encuentran.

Imagen optica

La imagen optica es probablemente la técnica mas extendida actual-
mente en la investigacién biomédica para su uso in vitro y ex vivo,
debido a su sencillez y a su bajo coste. Existe una amplia disponibili-
dad de preparados o kits de laboratorio para realizar experimentos de
bioluminiscencia y fluorescencia, sobre todo en microscopia. Sin em-
bargo, su aplicacion in vivo ha estado siempre limitada por las propie-
dades fisicas de la radiacién luminosa. Aun asi, en los tltimos anos han
aparecido técnicas —como la tomografia de coherencia éptica— que
permiten realizar imagenes tomograficas con resoluciones en el rango
de las decenas de micras. Ademas de esta alta resolucién espacial, la
imagen éptica presenta la ventaja de ofrecer una alta resolucién tem-
poral y una extraordinaria sensibilidad, que puede llegar a detectar
concentraciones picomolares.

El traslado de la imagen Optica a la experimentacion in vivo no esta
exento de complicaciones, que se derivan de la dificultad que supone la
deteccion de la luz emitida en el interior del organismo vivo en estudio,
dado que el tejido bioldgico presenta una cierta opacidad en las longi-
tudes de onda de la radiacién utilizada. Gracias al desarrollo de dispo-
sitivos muy sensibles tipo CCD (charged coupled devices, dispositivos
acoplados en carga) se han podido transferir para uso in vivo técnicas
en principio solo viables para cultivos celulares, si bien es verdad que
en la mayoria de los experimentos con animales se prefiere utilizar ra-
tones del tipo “desnudo”, cuya piel resulta especialmente transparente
a las longitudes de onda utilizadas.

Por el momento, los avances maés significativos se deben al diseio de
nuevas sondas, de modo que es posible disponer de sondas basadas en
proteinas de fluorescencia en el rojo, fluorocromos activables, sondas
bioluminiscentes o combinaciones de ellas que, funcionando en dife-
rentes zonas del espectro, permiten su utilizacién para realizar image-
nes multicanal in vivo.

Los mecanismos mas habituales son la fluorescencia y la bioluminis-
cencia. Dado que en la fluorescencia la emision de luz depende de la
luz incidente y no se origina como consecuencia de una reacciéon qui-
mica, el tejido de interés debera contener una sustancia que absorba
la luz de excitacion y que genere una emision de luz como resultado.
Légicamente, la excitacién ha de ser capaz de atravesar todos los teji-
dos intermedios hasta llegar al lugar de interés, y la emisién generada
también debe ser capaz de llegar al exterior del cuerpo para poder ser
detectada. Normalmente, cuando se disefian estas sondas para uso in
10, se procura que las emisiones se localicen alrededor del infrarrojo
cercano (NIR, near infrared), dado que en esas longitudes de onda (de
700 a 900 nm, aproximadamente) la penetracion en el tejido biolégico
es mayor. A ello se debe el creciente interés en el desarrollo de sondas
y contrastes con fluorescencia en el NIR.

Otro mecanismo de produccion de luz es la bioluminiscencia. En este
caso, la produccion de luz es el resultado de un proceso biolégico que
normalmente se habra asociado a la funcién que se esté estudiando. La

1: Dispositivo CCD de captura de imagen dptica de alta sensibilidad. 2: Planta de
tabaco alterada genéticamente para producir luciferasa (Fuente revista Science).
3: Escaner PET/CT de un cancer de colon (Fuente National Cancer Center, Japon).
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bioluminiscencia es un fenémeno habitual en la naturaleza y, si bien la
quimica subyacente difiere dependiendo de la especie, el mecanismo
es siempre similar: un sustrato, la luciferina, interactia con la enzima
luciferasa, dando lugar a la emision de fotones de luz. La gran ventaja
de esta técnica es que no existe ruido de fondo, porque el animal en
estudio no dispone de un sustrato endégeno para la luciferasa, por lo
que la relacion entre la senal y el ruido es muy alta.

Estas técnicas no estan exentas de problemas que pueden restringir
su uso. Probablemente la limitaciéon mas seria sea la debida a la trans-
mision de la radiacién luminosa través del tejido biolégico. Se calcu-
la que, por cada centimetro de tejido, la sefial se reduce en un orden
de magnitud; ademas, esta atenuacién y la dispersion asociada no son
constantes y uniformes, ya que dependen del tejido. Todo ello limita
seriamente la posibilidad de hacer estudios tomograficos, razén por
la cual la mayoria de estos sistemas generan imagenes de proyeccién
planar, lo que, a su vez, limita la posibilidad de realizar estudios cuan-
titativos. No obstante, hay trabajos recientes en los que, mediante el
uso de excitaciones especiales y conjuntos de detectores colocados
alrededor de la muestra, se consigue realizar imagenes tomograficas de
fluorescencia con resoluciones de 3 milimetros aproximadamente.
Una ultima desventaja, también consecuencia de la limitada penetra-
cién de la radiacion luminosa, es la dificil extrapolacién de estas técni-
cas a estudios con humanos, a causa del mayor grosor de los 6rganos
y tejidos.

Ecografia

De todas las técnicas comentadas hasta el momento, ésta es la tinica
que no hace uso de radiacién electromagnética para la formacién de
la imagen. La ecografia utiliza ondas acusticas que producen ecos al

Sonograma de un feto humano de 6 meses. atravesar los diferentes tejidos. Esos ecos son detectados y procesa-

Imagen simultanea de MRIy PET de un cerebro humano. Fuente Siemens.
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dos, y de ellos se extrae una serie de caracteristicas mecanicas de la
muestra explorada. De esta forma, y utilizando ultrasonidos de muy
alta frecuencia (40 a 60 MHz), se pueden obtener, en pequeiios anima-
les, imagenes de muy alta resolucion, entre 15 y 40 pm, dando lugar
a lo que se denomina ‘biomicroscopia por ultrasonidos’. Por tratarse
de una técnica no invasiva y que no utiliza radiacién ionizante, puede
emplearse para el estudio del desarrollo embrionario o de la angiogé-
nesis tumoral, ademas de las aplicaciones habituales en estudios de la
funcion cardiaca o circulatoria y microcirculatoria, mediante el uso del
efecto Doppler.

Estan, también, los recientes avances en el diseiio de agentes de con-
traste, que se pueden dividir en dos grandes grupos. El primero lo
constituyen los contrastes intravasculares (como las microburbujas de
perfluorocarbono o aire encapsuladas en un polimero que se destruye
al ser expuesto a los ultrasonidos), que abren un amplio abanico de
aplicaciones centradas, principalmente, en el estudio de la microvascu-
larizacion. El otro grupo lo constituyen los contrastes dirigidos a recep-
tores de membranas celulares, que utilizan nanoparticulas ligadas al
marcador que modifican las propiedades mecanico-acusticas del tejido
al que se ligan. Estos contrastes abren nuevos campos a la investiga-
cién y al uso de los ultrasonidos como técnica de imagen molecular.

Multimodalidad

Si bien la fusién de dos modalidades de imagen no se deberia conside-
rar como una técnica diferente en si misma, la complejidad que implica
la realizacién de estos estudios obliga a hacer algunas consideraciones

Visién tridimensional de un estudio fundido PET-CT de
una rata.

Estudio fundido PET-CT en una ratén, para cuantificar
la distribucién intrapulmonar de un trazador.

al respecto. Las diferentes modalidades de imagen ofrecen informacio-
nes complementarias, y de su combinacion surgen ventajas adicionales.
Para registrar estudios —poner en correspondencia espacial uno a uno
todos los puntos de los distintos volimenes que representan las dife-
rentes modalidades— es necesario eliminar las diferencias de tamaio,
de posicionamiento, de orientacién o, incluso, de distorsion espacial.
El proceso consiste en una bisqueda de la transformacion geométrica
necesaria para poner las dos imagenes en concordancia y en la aplica-
cién de esa transformaciéon a uno de los estudios (registro), para, poste-
riormente, hacer una visualizacion conjunta del resultado (fusion).
Ademas de estas técnicas informaticas para obtener la imagen mul-
timodalidad, en los ultimos afios se estan desarrollando sistemas hi-
bridos que integran en un solo dispositivo al menos dos modalidades
—por ejemplo, el PET-CT, el SPECT-CT o, incluso, la MRI-PET—. Ya
estan disponibles versiones comerciales de sistemas PET-CT tanto
para humanos como para animales; los principales argumentos a favor
de estos dispositivos son la posibilidad de hacer las dos exploraciones
intrinsecamente registradas, en un tiempo minimo y sin necesidad de
trasladar al paciente. Algo similar ocurre con la instrumentacion de
imagen molecular para pequefios animales de laboratorio: son varios
los grupos de investigacion que se estan aventurando a integrar varias
modalidades en un solo sistema, y empiezan a estar disponibles comer-
cialmente. Estos sistemas ofreceran nuevas posibilidades al investiga-
dor, que podra desarrollar y caracterizar sondas de imagen y cuantificar
sus parametros con mucha mayor precision; y ello permitira, también,
una mejor interpretacion de los datos. m

Estudio CT con contraste, donde se observa un
tumor en el térax y la eliminacion renal del contraste.
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