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INTRODUCCION

La imagen molecular puede ser definida en @ contexto de la imagen
médica como aquella modalidad capaz de detectar procesos celulares a
nivd molecular en vivo. Esta definicion establece la diferencia con las
otras técnicas que tienen por objetivo € andlisis de las estructuras tri-
dimensiondes que caracterizan moléculas con interés bioldgico, como
pueden ser por gjemplo las proteinas. De esta forma la imagen molecu-
lar permite € estudio de procesos celulares de forma remotay no inva
dva dn perturbar € sistema bgo estudio.

La mayoria de las técnicas de imagen molecular se han desarrollado
en modelos de roedores (ratas y ratones) apoyados en ensayos in vitro
que han resultado ser determinantes para la completa caracterizacion y
puesa a punto de la metodologia. Sin embargo, algunas de estas carac-
terigicas propias de la imagen molecular estan ya presentes en técnicas
de amplio uso clinico en humanos como son la imagen de medicina
nudeer o la imagen de resonancia magneética. Los protocolos de imagen
de tomografia por emision de positrones (PET) basados en la 'SFluor-
deoxiglucosa (FDG) son un gemplo tipico: la visualizacion del aumento
dd metabolismo de este analogo de la glucosa como indicativo de un
desarollo tumora es una técnica bien conocida y extendida en € diag-
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nostico y tratamiento del cancer. El atrapamiento celular que sufre este
trazador, consecuencia de la fosforilacién por accién de la hexoquinasa
y su imposibilidad de proseguir en su ruta metabdlica, hacen que esta
molécula se acumule en las células, resultando atrapada una mayor can-
tidad en aquellos tegjidos con mayor consumo energético. Los factores en
los que se basa esta técnica para su uso en oncologia son, por un lado
el hecho constatado de que la actividad enzimética de la via glicolitica
estd aumentada en € tegjido tumoral, y por otro la presencia de mayor
nimero de transportadores de membrana para la glucosa, consecuencia
de la sobre expresion dd gen que los codifica

Este reciente auge que ha cobrado la imagen molecular se debe a
una serie de circunstancias que han propiciado un nuevo impulso a esta
técnica, entre las que se halla @ hecho de que la tecnologia haya llegado
a un grado de maduracion en cuanto a desarrollo de sistemas de imagen
gue ha aumentado & numero de modalidades que pueden registrar esta
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FIGURA 1. Ciclo metabdlico de la ™FDG. La FDG entra en la célula mediante los
transportadores GLUT de igual forma que lo hace la glucosa, e inicia igualmente la
via giicolitica con la accion de la hexoquinasa en e carbono 6, produciéndose la
fosforilacion. El siguiente paso en esa via seria la isomerizacion producida por la
fosfoglucosa isomerasa, pero e 2-FDG-6P resultado de la fosforilacion no es un
sustrato adecuado, y por lo tanto ahi se detiene € ciclo, produciéndose el atrapa-
miento metabdlico. La desfosforilacion catalizada por la glucosa-6-fosfatasa en ge
neral no es significativa, excepto en las células hepaticas. Las vias alternativas de las
pentosas o0 la sintesis de glucdgeno tampoco representan un valor significativo en e
intervalo de observacion.
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actividad molecular. Evidentemente, €l acercamiento entre la biologia
molecular y de las tecnologias de imagen ha sido en gran parte e des-
encadenante de este répido desarrollo. Cabe pues esperar que en un
futuro cercano se produzca una aceleracion en la transferencia de estas
técnicas a la practica clinica, abriendo nuevos horizontes en € estudio
y tratamiento de las enfermedades en humanos. Este optimismo esta
respaldado por € hecho de que campos de la ciencia aparentemente
desconectados convergen en la busgueda de las soluciones a los proble-
mas gue plantea € nuevo paradigma de la imagen molecular. Los nue-
vos dispositivos que se han desarrollado d amparo de estos proyectos
son capaces de registrar esta funcion metabdlica con una gran resolucion
tanto espacia como temporal, y dado que € cambio funcional precede
a cambio anatdmico en € desarrollo de una patologia, esta caracteris-
tica propia de la imagen molecular de visualizar la funcion va a suponer
una valiosisima herramienta en e diagnostico precoz de la enfermedad,
degjando la imagen anatémica en un plano secundario en cuanto a esta
deteccion temprana se refiere.

Asi pues, € investigador dispone de herramientas de imagen mole-
cular con prestaciones hasta ahora impensables. sistemas de tomografia
de positrones con resoluciones que mejoran notablemente las de los
sistemas usados en clinica, tomoégrafos computerizados de rayos X con
resoluciones en € rango de las mieras, sistemas de resonancia magné-
tica capaces de visudizar € feto de un roedor in vivo, sistemas de
micro-tomografia éptica, o incluso biomicroscopios de ultrasonidos para
andizar la microvasculatura

Son varias las areas de la ciencia que han contribuido a desarrollo
de esta nueva tecnologia, empezando con la biologia molecular y las
herramientas que se han desarrollado en ese campo para la manipulacion
automatica del ADN. Los mecanismos de amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los procedimientos auto-
maéticos para €l estudio de la expresion génica in vitro, como por gem-
plo las micromatrices 0 € muestreo diferencial, han permitido la se-
cuenciacion del genoma humano proporcionando un gran nimero de
nuevas dianas para € desarrollo de farmacos y para todo tipo de tera
pias. Junto con las técnicas de ADN recombinante que permiten disefiar
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sondas y trazadores para imagen, se han estudiado multiples modelos de
enfermedades humanas sobre roedores asi como transgénicos y noquea-
das,; todo esto hace que € estudio del proceso de la enfermedad pueda
ser realizado en vivo y en condiciones controladas como no habia sido
posible hacerlo hasta ahora.

Los Ultimos avances en quimica también han repercutido directa
mente en € desarrollo de la imagen molecular: la quimica combinatoria
permite, por gemplo, disefiar de forma eficiente pequefias moléculas y
péptidos aplicables como sondas de procesos celulares cuando en la
busqueda de nuevos fa&rmacos se estudian relaciones de activacion. La
gran capacidad de célculo de los sistemas informaticos modernos permi-
te la manipulacion de los grandes volimenes de datos implicados, a
igual que han hecho posible € desarrollo de las técnicas de micromatri-
ces y de chips «génicos» fabricados con la misma tecnologia que se usa
en la industria de los semiconductores.

Todos estos esfuerzos y avances en € campo de la investigacion
comparten en sus fundamentos la misma hipétesis. e hecho de que la
imagen molecular supone un nuevo paradigma dirigido a estudiar y
comprender la bases moleculares de la enfermedad, que es la nueva
aproximacion que poco a poco va reemplazando a la tradicional basada
en sistemas u 6rganos como principal objeto de estudio de dicha enfer-
medad. No seria de extrafiar que en un futuro cercano los tumores deen
de clasificarse en relacion con € érgano que afectan y pasen a denomi-
narse en funcion de la anormalidad genética subyacente, lo que permi-
tird, aparte de una individualizaciéon del diagnéstico, una aproximacion
a tratamiento més efectiva

A la vista de lo anteriormente expuesto se podrian enumerar los
objetivos especificos de la imagen molecular: 1. Ayudar a comprender
los procesos celulares a nivel molecular en entornos intactos;, 2. Desa
rrollar nuevas técnicas de imagen; 3. Visualizar la expresion génica y
sus procesos asociados; 4. Estudiar la génesis y e desarrollo de enfer-
medades a nivel molecular; 5. Ayudar al disefio de nuevos farmacos; 6.
Proporcionar una herramienta para la monitorizacion terapéutica; y 7.
Desarrollar las bases del nuevo paradigma de imagen clinica molecular
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mediante una aproximacion multidisciplinar. El éxito de esta nueva dis-
ciplina depende en gran parte de la aceptacion que pueda tener fuera del
entorno en € que se esta fraguando, fundamentalmente en aquellos
campos de la ciencia en los que tradicionalmente se ha trabgado con
métodos in vitro y en los cuales € sato a la técnica in vivo supondria
un cambio cualitativo importante. Las claves para asegurar € éxito de
esta transferencia radican en la capacidad de desarrollar sistemas de
imagen suficientemente sensibles, sondas reporteras con e maximo gra-
do de especificidad que sea posible acanzar, y métodos de amplifica
cion para los casos en los que la sensibilidad sea bgja. La dta especi-
ficidad de la sonda debe traducirse en un «lavado» de la misma fuera de
las areas de interés de forma que en € momento de hacer la imagen €
contraste sea d maximo. Esto implica que las especificaciones que deben
ser exigidas a dicho trazador, muchas veces més estrictas que para di-
seflar un farmaco, han de incluir aspectos de toxicidad y de facilidad de
atravesar las barreras fisiologicas que encuentre entre € torrente sangui-
neo y la célula diana. Estas condiciones suelen cumplirlas con mayor
facilidad los trazadores utilizados en la PET dado que se basan en
moléculas «naturales» y no en agentes quelantes de atomos metdlicos,
por lo que su efecto farmacol 6gico puede ser controlado mas facilmente.
Todos estos aspectos seran tratados con mas detalle en las siguientes
Secciones.

MODALIDADES DE IMAGEN
Imagen con radioisotopos

La medicina nuclear ha sido desde sus origenes una técnica de
imagen intrinsecamente molecular y en la actualidad su uso clinico esta4
ampliamente extendido. Todas las técnicas de medicina nuclear (gam-
magrafia de proyeccion plana, SPECT —tomografia por emision de
fotdn Unico— o PET) son suficientemente sensibles (pueden detectar
concentraciones nano y pico molares) como para poder ser utilizadas en
estudios a nivel tisular, celular e incluso genético, aln cuando su reso-
lucion espacia y temporal es muy bagja. De las tres técnicas, la PET es
la que mejores caracteristicas presenta para su explotacion en la inves-
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tigacion biomédica. Mientras que la gammagrafia plana y la SPECT
utilizan isétopos en cuya desintegracion emiten un solo foton de radia-
cion gamma, en PET se utilizan dos rayos gamma resultado de la ani-
quilacion de un positron y un electron, siendo este positron la particula
emitida por isotopo inestable en € proceso de desintegracion. Al dispo-
ner de dos rayos gamma que se emiten en la misma direccion pero en
sentidos opuestos, para la determinacion de la direccion de dichos rayos
se puede hacer uso de la denominada colimacion electrénica en vez de
usar colimadores fisicos (los habitualmente utilizados en gammagrafia y
SPECT) que deterioran notablemente la sensibilidad y la resolucién
espacial. Ademés de esta mayor sensibilidad y resolucion, los isdtopos
habitualmente usados en PET corresponden a &omos constituyentes de
la materia organica, como son € carbono, € oxigeno, € nitrégeno y €
fldor. Estos isotopos se pueden utilizar para reemplazar &omos estables
en una molécula, obteniendo de esta forma un trazador, como por gem-
plo puede ser la 'SFDG (fluoro-2-deoxi-D-glucosa), uno de los més
comunmente utilizados en imagen clinica. El trazador, una vez inyecta-
do en € sujeto sigue su proceso metabdlico hasta alcanzar una distribu-
cién en € organismo, momento en € cua se hace la captacion de datos
y la generacién de la imagen. Puesto que los isotopos utilizados en PET
("C, "N, "O, "®F) han de generarse en ciclotrones, y dado que sus
periodos de semidesintegracion son cortos (e més largo entre los men-
cionados es e del '®F, 109 minutos), es necesario generarlos y procesar-
los in situ. Este es € aspecto que hace que uso de la PET sea mas
complicado y caro que la SPECT, dado que la instalacion de un ciclo-
trén y de una radiofarmacia, asi como su mantenimiento y la dotacion
de personal especializado para explotarla suponen unos gastos elevados
cuya amortizacion requiere una planificacion cuidadosa.

La formacion de imagen mediante la técnica PET empieza por la de-
teccion de los rayos gamma generados a partir de la desintegracion del
par positron-electron. Por tratarse de rayos gamma de ata energia la téc-
nica mas comunmente empleada utiliza cristales de centelleo para la con-
version de esa radiacion en luz, seguida de una conversion fotén-electrén
realizada mediante tubos fotomultiplicadores, que son unos dispositivos
electronicos que amplifican la tenue sefid del centello hasta niveles que
el sistema electronico puede tratar. Dado que en la aniquilacion positron-
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electron se generan dos rayos gamma, la deteccidén en coincidencia de
estos pulsos en detectores opuestos determina la denominada linea de
coincidencia, y mediante un proceso de ordenacion de estas lineas en fun-
cién de su localizaciéon espacial se obtienen los sinogramas. Estos sino-
gramas asi generados constituyen los datos de partida para € procedi-
miento matemético denominado reconstruccion tomogréfica, de que se
obtiene como resultado fina las imégenes. Aunque esta técnica de forma
cion de imagen es conceptual mente sencilla, no esta exenta de problemas
gue complican € proceso de cuantificacion en laimagen fina. Por ello es
necesario integrar en e célculo de la reconstruccion procedimientos para
corregir estos efectos, entre los que destacan la dispersion del rayo gam-
ma producida en € propio objeto, 0 mas importante, la atenuacion. Solo
con la adecuada correccion de estos efectos se puede conseguir una cuan-
tificacion fiable en la imagen final. Una limitacion de la técnica PET que
no tiene la SPECT es que no pueden usarse dos trazadores con distintos
isotopos simultaneamente, pues dado que € proceso de generacion de los
rayos gamma es € mismo, independientemente de la energia inicia de
cada positrén, a ser los rayos gamma de igud energia no es posible dis-
tinguir e isotopo de procedencia de cada rayo. Sin embargo en latécnica
SPECT la energia dd rayo gamma depende exclusivamente dd isétopo
utilizado y es distinta para cada uno de ellos; mediante e uso de ventanas
de energia que seleccionan uno u otro rayo gamma S se pueden separar
las procedencias y por lo tanto realizar estos estudios multitrazador. De
ahi é interés que existe por desarrollar la técnica de imagen SPECT con
mejor resolucion y sensibilidad: en los Ultimos afios han aparecido instru-
mentos dedicados para animales que incorporan tecnologias especiales
gue optimizan estos parametros.

Tomografia de rayos X

La tomografia por rayos X (CT) en pequefios animales ha supuesto
una importante avance en las técnicas de imagen molecular dado que
con resoluciones del orden de las decenas de mieras y tiempos de ad-
quisicion en € rango de los minutos, aporta unas imégenes anatdmicas
de gran valor en estudios de expresion génica y caracterizacion de fe-
notipos, aparte de las convencionales aplicaciones de exploracion de la
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Figura 2. lzquierda: ATLAS, sistema PET de alta resolucion para animales de la
boratorio desarrollado en los National Institutes of Health, USA. Las principales
caracteristicas del sistema son: modulos con doble centelleador f-"flr'nlf'llll"'-:llli'

«phoswichn ) sensibilidad del 1.8% para un campo axial de 20 milimetros, alta
resolucion (1.3 mm con reconstruccion iterativa ). Estas prestaciones, consideradas
como las mds avanzadas seeun el estado de la téenica actual, permiten al sistema
producir imdgenes comao la que se presenta a la derecha: se trata de una rata de 325
gramos invectada con isotopo U F, que es un marcador oseo, Proveceion tridimensio

nal sagital del volumen completo reconstrnido mediante iéenicas iterativas 30,

poblacién y monitorizacion del tratamiento. Podria decirse que no es
una técnica de imagen molecular en € estricto sentido de la definicion,
pero la tomografia de rayos X ha demostrado ser una herramienta im-
portante cuando se combina con otras modalidades de imagen funcional,
dado que aporta una informacién anatdmica-estructural que permite una
mejor localizacion de las funciones representadas en la otra imagen
corregistrada, normalmente de menor resolucion espacial. Conseguir que
esta técnica se convierta en un verdadero método de imagen molecular
depende de la posibilidad de desarrollar trazadores que una vez acumu-
lados en € objeto diana produzcan una atenuacion diferencia con res
pecto al tgjido no marcado. Actuamente esto es objeto de investigacion.

En cuanto a la tecnologia se refiere, los sistemas tomogréficos uti-
lizan una fuente de rayos X de baga energia y foco peguefio, y como
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detector un dispositivo de &ea (en vez de lineal, como ocurre en los
sistemas de humanos), constituyendo e conjunto fuente-detector una
geometria de haz de cono (cone-beam) que permite explorar e volumen
entero en tiempos muy cortos (en sistemas comerciales entre 15 y 30
minutos para resoluciones de 50um y 100um respectivamente), s bien
es preciso utilizar métodos de reconstruccion especialmente adaptados a
este tipo de proyecciones.

Como contrapartidas de la imagen de rayos X cabe mencionar por
un lado € bgjo contraste que presentan las imagenes en tejidos blandos,
lo que hace necesario @ uso de contrastes inyectados en aplicaciones en
las que se preciso delimitar € 6rgano bagjo estudio, y por otro la dosis
de radiacion ionizante a la que expone la muestra, que no es desprecia-
ble y que limita e nimero de exploraciones que se pueden hacer en un
mismo sujeto.

Imagen de resonancia magnética

La imagen de resonancia magnética (IRM) se basa en la medida de
determinadas caracteristicas fisicas de los nlcleos de espin no entero,
principalmente de hidrogeno (protones), que en presencia de un campo
magnético (normalmente impuesto por un iman de gran intensidad y
homogeneidad) generan una magnetizacién neta en la muestra. Las di-
ferencias en los entornos moleculares de esos protones asi como la
abundancia de los mismos determinara € contraste de una imagen en
funcién de una secuencia de pulsos electromagnéticos aplicados a la
muestra. Estos pulsos seran gradientes de campo magnético y pulsos de
radiofrecuencia sintonizados de ta forma que resuenen con la frecuen-
cia caracteristica de precesion de los protones, frecuencia que a su vez
es funcion de la intensidad del campo magnético principal que genera la
magnetizacion neta. La capacidad de registrar informacion anatémica,
funcional e incluso quimica (la espectroscopia mediante resonancia
magnética es una técnica que mide la concentracion de metabolitos
contenidos en un punto de la muestra) permite obtener imégenes mul-
timodales que intrinsecamente estan alineadas en € espacio (registra-
das), lo que quiere decir que de una misma estructura se pueden obtener
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simultdneamente varias medidas que corresponden a mismo punto, lo
gue constituye una herramienta poderosa para la investigacion. Las re-
soluciones que se pueden llegar a conseguir van a ser funcion del equipo
y de la secuencia utilizada, y para la obtencion de imagen microscopica
(10 um de resolucion) son necesarios instrumentos especializados de
alto campo, con bobinas captadores de la sefial especialmente disefiadas
para cada aplicacion.

S bien la resolucion espacial puede llegar a ser muy alta, la reso-
lucion temporal se ve comprometida en los estudios de IRM: aunque €
desarrollo de secuencias ultra rdpidas ha sido importante en los Ultimos
afos, resolucién espacial, relacion sefid a ruido y resolucion temporal
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son tres pardmetros que compiten entre si obligando a sacrificar d menos
uno de ellos en @ disefio de una determinada secuencia para un expe-
rimento.

Entre las multiples aplicaciones que tiene esta técnica cabe destacar,
aparte de la imagen anatdmica, estudios de cuantificacion espectrosco-
pica, de farmacocinética, de permeabilidad y difusién de agua, o incluso
medidas de pH. También se han desarrollado agentes de contraste inte-
ligentes que en presencia de una determinada enzima se activan o se
desactivan, cambiando las propiedades paramagnéticas del entorno en el
que se encuentran.

Sin embargo, a pesar de ser una técnica muy sensible en la diferen-
ciacion visua de tgjido blando, la principal limitacién que presenta en
estudios de imagen molecular es su relativa bga sensibilidad, del orden
de mili a micromolar para medida de concentracion metabolitos. Esta
baja sensibilidad hace necesario € desarrollo de mecanismos de ampli-
ficacion que permitan aumentar la sefial; para ello se utilizan cationes
metdlicos convenientemente quelados, o incluso nanoparticulas superpa-
ramagnéticas. El desarrollo de estos agentes de contraste constituye un
area de investigacion tanto basica como clinica

De todas las variantes de la técnica de IRM agui presentadas, la que
mayores posibilidades ofrece en aplicaciones de imagen molecular tal
vez se a espectroscopia, que ha demostrado poder identificar la presen-
cia de determinados transgenes en tumores, asi como expresion genica
en modelos de desordenes neuromusculares en ratones.

Imagen Optica

La técnica de imagen Optica es probablemente la més extendida en
la investigacion biomédica para su uso in vitro 'y ex vivo debido a su
sencillez y a su bgo coste. Existen una amplia disponibilidad de prepa-
rados o kits de laboratorio para redlizar experimentos de bioluminiscen-
cea y fluorescencia de diversos tipos con muiltiples aplicaciones sobre
todo en microscopia. Sin embargo su aplicacion in vivo has estado siem-

11
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Figura 4. Tomoerafia de ravos X: Corte axial abdominal de un modelo de raton con

rindgn poliquistico «oprks originado por una nudacion insercional. La imagen estd

realizacda con el sistema microCT v usando contraste 1P, invectado 30 minutos antes

de la realizacion de la exploracion. La presencia de quistes originag una distribucion

desienal de contraste entre ambos rinones. Imagen cortesia del Dr, M. Paulus, Ok
Ridge National Laboratory, USA.

pre limitada por los condicionantes que imponen las propiedades fisicas
del tipo de radiacion luminosa empleada, que va desde € ultravioleta
hasta € infrarrojo cercano. Aun asi, en los Ultimos afios han aparecido
técnicas como la tomografia de coherencia Optica, que permite realizar
imégenes tomograficas con resoluciones en e rango de las decenas de
mieras. Junto a esta dta resolucién la imagen Optica también presenta la
ventgja de tener una ata resolucién temporal pues la mayoria de las
técnicas en este campo son capaces de proporcionar imagenes en tiempo
real.

12
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Tradladar la imagen Optica a la experimentacion in vivo no esta
exenta de complicaciones, y los avances més significativos han venido
por parte de las nuevas sondas y los mecanismos que incorporan para
generar fotones de luz que de alguna manera recojan informacion sobre
el proceso bajo estudio. Asi pues es posible disponer de sondas basadas
en proteinas de fluorescencia en € rojo, fluorocromos activables, sondas
bioluminiscentes, o combinaciones de €ellas que funcionando en diferen-
tes zonas del espectro permiten ser utilizadas para la realizacion de
imégenes multicana in vivo.

Las complicaciones técnicas a las que antes se hacia referencia ra-
dican en la dificultad que presenta la deteccidn de la luz emitida en €
interior del organismo vivo bgo estudio, dado que independientemente
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de los desarrollos y los grandes avances que se han logrado en € disefio
de detectores, € tejido biolégico presenta una cierta opacidad en las
longitudes de onda de la radiacion utilizada. Precisamente gracias
desarrollo dispositivos muy sensibles tipo CCD (charged coupled devi-
ces, dispositivos acoplados en carga) se han podido transferir técnicas
en principio solo viables en cultivos celulares a animales en vivo, S bien
es verdad que en la mayoria de los experimentos con animales se pre-
fiere utilizar ratones transgénicos dd tipo «desnudo» cuya pie resulta
especialmente transparente a las longitudes de onda utilizadas.

Los mecanismos habitualmente més utilizados son la fluorescencia
y la bioluminiscencia. Dado que en la fluorescencia la emision de luz
esta estimulada por luz y no se origina como consecuencia de una re-
accion quimica, € tegido de interés deberd contener una sustancia que
absorba la luz de excitacion y que como resultado genere una nueva
emision. Logicamente la excitacion ha de ser capaz de atravesar todos
los tgjidos intermedios hasta llegar ad lugar de interés, y la emision
generada debera ser capaza de llegar a exterior del cuerpo para poder
ser detectada. Normamente cuando se disefian estas sondas se procura
gue las emisiones se localicen arededor del infrarrojo cercano (NIR,
near infrared), dado que en esas longitudes de onda (de 700 a 900 nm
aproximadamente) la penetracion en € tegjido bioldgico es mayor d no
interferir con sustratos endégenos: De aqui € creciente interés en €
desarrollo de sondas y contrastes con flourescencia en e NIR. Como
contrapartida e ruido de fondo en estas imégenes pude ser significativo
cuando aparecen fendmenos de autofluorescencia. En este punto convie-
ne recalcar la diferencia entre esta técnica de fluorescenciaen NIR y la
imagen de transmisién NIR. que se basa en la atenuacion y dispersion
diferencial de la radiacién NIR en € tgiido en funcién de su composi-
cién; laaplicacion clinica més conocida es la deteccion de determinados
tipos de tumor de mama.

Otro mecanismo de produccion de luz de interés es la bioluminis-
cenca. En este caso la produccién de luz es resultado de un proceso
biol6gico que normalmente se habra asociado a la funcidn que se esté
estudiando: la luz la produce € propio sujeto. La bioluminiscencia es un
fendbmeno habitual en la naturaleza, y s bien la quimica subyacente
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difiere dependiendo de la especie, e mecanismo es similar: Un sustrato,
la luciferina, interactia con la enzima luciferasa, y en d proceso de
oxidacion de esta Ultima se produce la emisién de fotones de luz. La
gran ventgja de esta técnica es que a no disponer € animal bgo estudio
de un sustrato endégeno para la luciferasa, no existe ruido de fondo, 1o
que hace que la relacion sefid a ruido sea muy dta permitiendo la
visualizacion de grupos celulares de tan solo un millar de células. La
bioluminiscencia tiene como desventgja frente a a fluorescencia la ne-
cesidad de incorporar € sustrato para que se produzca la emision.

Existe aln otro mecanismo més interesante, € mediado por fotopro-
teinas (compleos estables de luciferinay luciferasa), que han demostra-
do ser de gran vaor en la investigacion del calcio mensgero tntracelu-
lar. Una de estas fotoproteinas, la denominada GFP (green fluorescence
protein) acepta energia en forma de fotones de luz violeta (395 nm) (que
pueden provenir de una reaccién de bioluminiscencia o de una fuente de
radiacion externa), y reemite otros fotones en una longitud de onda
mayor (509 nm). Esta proteina tiene un gran vaor en la investigacion
genética puesto que se puede usar como indicador de funcion y de
expresion: afiadiendo e gen de la GFP a otros genes, funcionan como
reporteros de la expresién del gen d que se han asociado dada la faci-
lidad con la que se visualiza esa fluorescencia verde. Existen variantes,
como la EGFP, con mayor longitud de onda de excitacion y que produce
del orden de 35 veces méas emisiones.

En péarrafos anteriores se ha hecho referencia a los avances en €
desarrollo de la tecndloga de CCDs, que es la base instrumental de esta
modalidad de imagen molecular. Si bien agqui no se pretende profundizar
en aspectos técnicos relacionados con la instrumentacion, S es conve-
niente hacer un breve repaso a estado de la técnica. El dispositivo
electrénico CCD convierte la radiacidn fotonica en carga eléctrica, que
convenientemente tratada acaba siendo una imagen digital. Este dispo-
sitivo ha pasado en pocos afios de ser un instrumento cientifico a ser un
bien de consumo utilizado en camaras fotogré&ficas y de video, en la
industria automovilistica o incluso en juguetes, de forma que su produc-
cion masiva ha abaratado sensiblemente los costes. Al mismo tiempo se
ha conseguido aumentar la sensibilidad: la radiacion luminosa que llega
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a dispositivo es de poca energia, y por lo tanto la carga eléctrica pro-
ducida es pequeiia. S esta carga es de una magnitud similar a ruido
electronico intrinseco del dispositivo (la denominada corriente de oscu-
ridad, que no es més que la sefid que produce d CCD cuando no esta
siendo iluminado por ninguna fuente, y que es funcion directa de la
temperatura a la que esta e dispositivo), entonces se hace indistinguible
y por lo tanto € sistema electrénico digital lo tratard como ruido de
fondo, no generando imagen. Por esta razdn, en los sistemas de biolu-
miniscencia € dispositivo CCD se enfria mediante sistema de refrigera-
cién de diversa indole con € fin de bgar su corriente de oscuridad hasta
niveles tales que permitan detectar sefidles minimas procedentes de la
muestra. No por esto @ instrumento deja de ser sencillo: sea cua sea d
procedimiento de refrigeracion elegido, e sistema completo consiste tan
solo en una cdmara oscura en la que se coloca la muestray e detector
CCD, mas d sstema informético que la controla y procesa los datos
hasta generar la imagen. De esta forma los niveles de trazador detecta
bles con estos méodos son minimos, Ilegando a sensibilidades del orden
de décimas de picomol por mililitro; esta sensibilidad junto con su gran
resolucion temporal y su bgo coste hacen que esta técnica sea muy
atractiva como método de ensayo rgpido y econémico de nuevas hipo-
tesis y modelos. En las técnicas de fluorescencia NIR € detector CCD
no ha de ser tan sensible, pero a sistema de hay que anadirle una
l&mpara de excitacion, normalmente de luz visible, que estimule la fluo-
rescencia.

Estas técnicas no estan exentas de problemas que pueden restringir
su uso. Probablemente la limitacion més seria sea la transmision de la
radiacion através del tgido bioldgico. Se calcula de por cada centimetro
de tgjido la sefid se reduce en un orden de magnitud; ademés, esta
atenuacion y la dispersion asociada no es constate y uniforme, y depen-
de dd tgjido (la pid y los musculos presentan la menor atenuacion) y
de la longitud de onda de la luz. Ademas la presencia de oxihemoglo-
bina y deoxihemoglobina cambian notablemente estos pardmetros. Esta
limitacion en la profundidad impone serias restricciones a la posibilidad
de hacer estudios tomogréficos, razon por la cua estos sistemas generan
imégenes de proyeccion planar, 1o que a su vez restringe la posibilidad
de redlizar estudios cuantitativos. No obstante, hay trabgos en los que
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mediante € uso de excitaciones especiales y conjuntos de detectores
colocados alrededor de la muestra, se consigue realizar imagen tomo-
gréfica de fluorescencia con resoluciones de 3 milimetros aproximada-
mente.

Una Ultima desventgja que es también consecuencia de la limitada
penetracion de la radiacion luminosa, es la dificil aplicacion de estas
técnicas en estudios con humanos dado € mayor grosor de los érganos
y tejidos.

Ultrasonidos

De todas las técnicas comentadas hasta e momento, esta es la Unica
gue no hace uso de radiacion electromagnética para la formacién de la
imagen. La técnica de ultrasonidos utiliza ondas acusticas que al atrave-
sar los diferentes tegjidos, producen ecos que son detectados y procesa
dos, extrayendo de ellos una serie de caracteristicas mecanicas de la
muestra explorada. De esta forma, y utilizando ultrasonidos de muy alta
frecuencia (en & rango de los 40 a los 60 MHz), se pueden realizar
imégenes en pequeios animales con muy ata resolucion, entre 15 y 40
um, dando lugar a lo que se denomina 'biomicroscopia por ultrasoni-
dos'. Por tratarse de una técnica no invasiva que no utiliza radiacion
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ionizante, puede emplearse en e estudio del desarrollo embrional, de la
angiogénesis tumora y en general en € estudio dd desarrollo tumoral,
aparte de las aplicaciones habituales en estudios de funcion cardiaca o
circulatoria y microcirculatoria mediante e uso dd Doppler, o como
herramienta para la monitorizacién de intervenciones quirdrgicas in vivo.

Otra ventgja adicional que tiene la biomicroscopia de ultrasonidos
frente a otras técnicas de imagen es su capacidad para presentar image-
nes en tiempo real, lo que permite realizar estudios funcionales de una
forma sencillay econdmica. A esto se afiaden los recientes avances en
el disefio de agentes de contraste, que se pueden dividir en dos grandes
grupos:. intravasculares, como son las microburbujas de perfluorocarbo-
no o aire encapsuladas en un polimero que se destruye a ser expuesto
a los ultrasonidos, y que abren un amplio abanico de aplicaciones cen-
tradas principalmente en € estudio de la microvascularizacion y flujo
sanguineo, lo que representa una herramienta de enorme utilidad en
estudios de revascularizacion en la monitorizacion de terapias antiangio-
génicas. El otro grupo de contrastes, aungue principalmente también
intravasculares. son los dirigidos a receptores de membranas celulares.
Estos contrastes utilizan nanoparticulas ligadas a marcador que modi-
fican las propiedades mecanico-acUsticas del tgjido a que se ligan. Estos
contrastes abren nuevos campos a la investigacion y € uso de los ultra-
sonidos como técnica de imagen molecular.

Multimodalidad

S hien la fuson de dos modalidades de imagen no se deberia con-
siderar como una técnica diferente por si misma, la complgidad que
implica la realizacién de estos estudios obliga a hacer algunas conside-
raciones a respecto. Las diferentes modalidades de imagen ofrecen
informacién complementaria y de su combinacién surgen ventgas adi-
cionales. Para corregistrar estudios (poner en correspondencia espacial
uno a uno todos los puntos de los distintos volimenes que representan
las diferentes modalidades) es necesario eliminar las diferencias de ta-
mafio, posicionamiento, orientacion o incluso distorsion espacial entre
ellos. El proceso consiste en una busgueda de la transformacion geomé-
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Ficuran 7. Imagen de la cabeza un feto de raton in vivo mediante la téenica de

biomicroscopia por ultrasonidos. La resolucion espacial de estas imdgenes adgiiri-

das en tiempo real puede ser de hasta 30 wm. La naturaleza no invasiva de esta

téenica permite al newrobidlogo estudiar el desarrollo embrionario v neonatal en un
ntisimo espécimen. Imagen cortesta de VisualSonics, Ine, Canadd.

trica necesaria para poner las dos imagenes en concordancia y aplica
cion de esa transformacion a uno de los estudios (registro), para poste-
riormente hacer una visualizacion conjunta del resultado (fusion). Los
criterios por los que se pueden clasificar los distintos tipos de registro
de imégenes son muchos, y se emplean los términos intramodalidad e
intermodalidad segiin sean estudios de la misma o diferentes modalida-
des, asi como intra e intersujeto segin provengan del mismo o de dis-
tintos sujetos.

Aparte de estas técnicas informéaticas para realizar la imagen multi-
modalidad, en los dltimos afios se ha desarrollado sistemas que integran
en un solo dispositivo al menos dos modalidades, como por gemplo €
PET-CT, & SPECT-CT o incluso la IRM-PET. Ya estan disponibles
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versiones comerciales de sistemas PET-CT destinados a uso con huma-
nos; los principales argumentos a favor de estos dispositivos son al
posibilidad de hacer las dos exploraciones intrinsecamente registradas,
en un tiempo minimo, y sSin necesidad de trasladar d paciente. Aparte
de esto, la técnica PET se beneficia ddl uso del CT como una medida
de atenuacion de mejor calidad que la que redliza € PET, y por lo tanto
Se supone que esta correccion de atenuacion, paso imprescindible para
lograr una buena cuantificacion en € estudio PET, serd mucho mas
precisa. Algo similar esta ocurriendo en la instrumentacion de imagen
molecular para pequefios animales de laboratorio: s bien no existen
equipos disponibles comercialmente, son varios los grupos de investiga-
cion que se estan aventurando a integrar dos e incluso tres modalidades
en un solo sistema. Estos sistemas ofreceran nuevas posibilidades al
investigador que podré desarrollar y caracterizar sondas de imagen y
cuantificar sus parametros con mucha mayor precision de lo que se
puede hacer actualmente, y lo que ta vez sea més importante, estos
sistemas permitirdn una mejor interpretacion de los datos.

APLICACIONES

S bien es cierto que la potencialidad de estas técnicas de imagen
molecular abren un amplio abanico de posibilidades, la aplicacién estre-
lla se encuentra en los estudios relacionados con la genética, bien sea en
la caracterizacion de fenotipos, en la monitorizacion de terapias con
sondas génicas, 0 en la propia terapia génica. En la actudidad € prin-
cipal motor del desarrollo de nuevas aplicaciones es la disponibilidad de
sondas especificas. S bien para la investigacion in vitro hay una amplia
variedad de estas sondas y la mayoria estan disponibles comercialmente,
SU USO con especimenes vivos no resulta tan trivial, dado que aparecen
una serie de nuevos condicionantes que obligan a resolver problemas de
biocompatibilidad, sensibilidad y facilidad de transporte, entre otros.
Algunos autores plantean este problema en forma de preguntas genera-
les que suponen verdaderos retos: ¢Qué proceso se quiere visualizar,
cuales son las dianas?; ¢Como se puede llegar a elas de una forma
eficiente? Existen una serie de barreras bioldgicas que € trazador tendra
que atravesar; ¢Qué sondas (biocompatibles, con suficiente afinidad) se
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pueden utilizar que se manifiesten y sefidlen e proceso objeto del estu-
dio?; ¢Se dispone de algin mecanismo de amplificacion que permita
aumentar esta sefia ?; ¢Qué modalidades de imagen hay disponibles, que
instrumentos se pueden utilizar? Esta Ultima cuestion se refiere a las
soluciones que ha dado la técnica a los problemas de sensibilidad y de
resolucién, tanto espacial como temporal. Cada una de estas preguntas
mereceria un tratamiento en profundidad més al& del apunte que aqui
se hace, especiamente e disefio de sondas para imagen.

Con excepcion de la espectroscopia mediante RM, € resto de las
modalidades funcionales (sn considerar aguella informacién funcional
gue pueda derivarse dd andlisis de imagenes de ultrasonidos o de tomo-
grafia de rayos X) obtienen € contraste dependiendo de la presencia y
concentracién de una sonda. Existe una amplia variedad de sondas
(moleculares, reporteras, inteligentes, nanoparticulas, activables, etc.)
pero todas tienen en comin su arquitectura: una parte de la sonda pre-
senta una cierta afinidad por la diana, mientras que la otra parte, ligada
a la primera, genera la sefid, cuya naturaleza dependera de la modali-
dad. En IRM o técnicas Opticas, € segmento reportero o generador de
sefid suele ser grande (una proteina de fluorescencia, o un a@omo con
propiedades paramagnéticas) y por lo tanto su presencia en la sonda
puede limitar la funcion de la misma, en técnicas nucleares, por €
contrario, este segmento se limita a un iso6topo, que en caso de la PET
apenas modifican la molécula origina pues se trata tan solo de una
sustitucién isotdpica. Sin embargo estas sondas nucleares estan siempre
activadas (la emisién de rayos gamma o de positrones esté4 ocurriendo
permanentemente durante toda la vida del isdtopo independientemente
de dénde se encuentre € trazador), mientras que las sondas fluorescen-
tes 0 de IRM pueden disefiarse de tal forma que solo se activen cuando
interactUen con sus dianas, incluso se han construido sondas para IRM
gue pueden encenderse 0 apagarse segln este presente 0 no un determi-
nado compuesto.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en e disefio de sondas es
su especificidad: cuanto mayor sea esta, mas selectiva sera la informa
cion que aporten. Esta alta especificidad se logra mediante € uso de
sustratos, ligandos, proteinas recombinantes o incluso anticuerpos con
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dianas muy particulares. Las sondas de bga especificidad se usan cuan-
do lo que se pretende visualizar es un proceso fisiologico o cuando se
monitoriza la evolucién de una patologia en estados mas avanzados.
Independientemente de esta especificidad €l problema del ruido de fon-
do siempre existe: para € sistema detector de imagen la sefid que pro-
viene de una sonda metabolizada y localizada en su diana es exactamen-
te igua que la de una sonda que circule libremente, y por lo tanto se
hace necesario establecer un periodo transitorio en € que a la vez que
la sonda se va fijando en su diana, d remanente de trazador libre va
siendo eliminado del sistema. Esta es una de las razones por las cuales
las sondas activables e inteligentes han cobrado especial relevancia,
sobre todo en técnicas dpticas: previamente a su hibridacion, un fluoro-
foro unido covaentemente a un segmento de ADN se coloca en las
cercanias de un apagador (quencher) que impide la flourescencia, de
cual se separa una vez hibridado y como consecuencia de esta separa-
cién se inicia la fluorescencia. Mecanismos similares basados en proea-
sas (captesinas y capasas) estan siendo objeto de investigacion, con
resultados prometedores hasta el momento. También son esperanzadores
los avances logrados mediante bioluminiscencia dado que a generar la
emision de luz mediante un procedimiento puramente quimico y sin
necesidad de que exista una estimulacion luminosa externa, los proble-
mas de autofluorescencia que pueden generar ruido de fondo son bastan-
te menos probables.

Independientemente de la especificidad de la sonda, esta tiene que
llegar a sus dianas, y por lo tanto debera tener unas propiedades farma-
cocinéticas tales que permita alcanzar concentraciones minimas durante
todo € tiempo que sea necesario para realizar la imagen. Aunque se
administre en concentraciones traza, € compuesto estara sometido a los
mismos procesos de distribucion, absorcidn, metabolismo y excrecion
gue cualquier otradroga, y por lo tanto, s en la distribucion se encuen-
tra con barreras infranqueables, su atrapamiento no es especifico, 0 su
excrecion es demasiado répida, su utilidad serd dudosa. Este es uno de
los mayores problemas con los que se encuentran las sondas de IRM
dado que los aomos metdlicos utilizados suelen ser grandes, y por lo
tanto van a tener dificultades para atravesar la membrana celular. Una
nota adicional en cuanto a la afinidad de una sonda en su uso con
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receptores. alin cuando la afinidad sea dtay su comportamiento farma-
cocinético adecuado, puede darse € caso de que e contraste acanzado
no sea e adecuado debido a la no existencia o disponibilidad dd sufi-
ciente nimero de receptores o a la propia cinética de aclarado en €
espacio intersticial; este es un claro gemplo en € que las técnicas co-
munmente aplicadas in vitro (lavado del resto no ligado) no son véidas
para € experimento in vivo.

Otra de las cuestiones planteadas d principio de esta seccion eran
los posibles mecanismos de amplificacion: aumentar la cantidad de se-
fiad en su mismo origen es fundamental para obtener la mayor sensibi-
lidad posible; dado que & nimero de dianas en e ADN de una célula
es limitado, se han desarrollado técnicas denominadas downstream en
las que la diana no es e ADN o, d mRNA, sino las proteinas por elas
codificadas; la abundancia de estas puede llegar a ser dos ordenes de
magnitud mayor. De forma andloga se puede lograr cierto grado de
amplificacion usando como diana los receptores que expresa la célula
Todas estas diferentes técnicas podran utilizarse dependiendo del siste-
ma bgo estudio.

Expresion geénica y fenotipo

La expresion génica en un fenotipo es la consecuencia del proceso
de produccién de proteinas codificadas por un determinado gen. Es €
ADN de gen quien, mediante la indexacion los tripletes de bases que
definen un aminoé&cido, codifica la estructura de la proteina 'y por lo
tanto su funcion fina. El proceso de sintesis de la proteina comienza en
el nacleo de la célula con una transcripcion en un RNA mensgjero, €
MRNA. que una vez que ha salido a citoplasma dirige la sintesis de las
proteinas en los ribosomas mediante un proceso de traslacion. Las pro-
teinas pueden ser catalizadoras de reacciones intracelulares, en cuyo
caso se las llama enzimas, pueden encargarse de la sefidizacion o pue-
den dar estructura a la célula. La expresion de un determinado gen en
la forma de sintesis de una proteina es una de la funciones que se
pretende visualizar mediante las técnicas de imagen molecular. En
muchos casos este gen no es uno propio de la célula, sino un transgen
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gue se ha introducido en la misma bien sea mediante un vector viral (el
més comunmente usado), mediante liposomas, o directamente como
ADN desnudo; s va asociado a un gen terapéutico se tratard de un
proceso de monitorizacion y visualizacion de terapia génica

La visualizacion de la expresion génica enddgena también va nece-
sitar la mediacion de un gen reportero; una técnica muy habitual en
medicina nuclear es la que hace uso de receptores, y en ese caso €
mecanismo indirecto utilizado serd la expresién dd gen mediante la
produccién de la proteina del receptor.

También es posible utilizar como mensgjero secundario una enzima
que esté codificada por € gen objeto de estudio: s € agente de contraste
es sustrato para esa enzima y € producto resultante queda atrapado en
el citosol, se habrd conseguido € maregje. Estas técnicas indirectas (la
basada en receptores y la basada en enzimas) integran un proceso de
amplificacion intrinseco, dado que s @ primer producto de la expresion
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Figura 8. Ejemplos de mecanismos wusados en imagen de expresion génica. lzquier-
da: Imagen PET mediada por enzimas. En este ejemplo el F-fluorpenciclovir
("FPCV) actita como sustrato v es fosforilado por la timiding quinasa del virus del
ficrpes simple (HSVI-tR), quedando entonces atrapeado en el interior de las células
que estén expresando dicho gen. Derecha: Imagen PET mediada por receptores:
CFESP es un ligando que interactiic con receptores de dopamina tipo D2R. S0 nwna
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que se ligard la sonda, quedando por lo tanto marcada. En ambos casos se wtiliza un
adenovirus (AACMV-HSVI-tk) para mediar el transporte del gen al niicleo de la
célula.
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génica es d mMRNA, su abundancia es mucho menor que la de las pro-
teinas que codifica, y por lo tanto la sensibilidad del experimento seria
menor. Estas sondas reporteras son més sencillas de disefiar cuando se
trabgja con la técnica PET dado que € isotopo a introducir sustituye a
un &omo natural presente en las moléculas dd trazador. Sin embargo la
dificultad es mayor cuando se busca disefiar un reportero similar para
IRM. En este caso lo que se pretende aterar son las propiedades para-
magnéticas de la molécula, para lo cua se recurre a &omos de metales;
estos iones metalicos, generalmente de gran tamafio, son mas complejos
de conducir a las dianas, y en agunos casos en los se ha conseguido
aterar determinados receptores para que presenten una mayor afinidad
aiones de hierro, @ propio sistema de regulacion celular actia de forma
que impida una ata acumulacién de dicho ion. Este es en la actulidad
un campo de investigacién muy activo.

El uso de sondas dpticas in vitro es un &rea mas explorada dado que
el uso de proteinas fluorescentes es una técnica bastante extendida en
los laboratorios de biologia molecular. El principal obstaculo con € que
se ha encontrado la transferencia a estudios in vivo es la poca penetra-
cion de la radiacion luminosa antes referida, y por lo tanto restringe la
técnica a experimentos en los que @ sistema bgo observacion se en-
cuentre a unos pocos milimetros por debgo de la piel. No obstante ha
sido en & campo de la imagen Optica donde se han conseguido impor-
tantes avances en @ desarrollo de este tipo de sondas, como por gemplo
la visualizacién de procesos promovidos por catepsing, una enzima
importante en € estudio de las metastagénesis.

Desarrollo de nuevas tecnologias

La aplicacion de las técnicas de imagen molecular a la investigacion
biomédicay su transferencia a la clinica es un érea relativamente nueva
en la que hay una intensa actividad, acelerada principalmente por la
disponibilidad de nuevas tecnologias de deteccién y reconstruccion de
imégenes, que durante los Ultimos afios han permitido mejorar conside-
rablemente tanto la resolucion como la sensibilidad de estos métodos.
Esta bateria de nuevas herramientas facilita la répida validacion de
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multiples sondas de imagen para distintas modalidades. La maduracion
de estos procedimientos en € &ea de investigacion tiene como conse-
cuencia la rpida transferencia a la clinica, paso no exento de dificulta-
des técnicas que requiere a su vez de nuevos desarrollos que hagan
viable € uso de la nueva metodologia con humanos.

Uno de los campos més activos en cuanto a aplicaciones se refieren
es la oncologia, debido entre otras razones d amplio nimero de dianas
de interés para € estudio de este tipo de patologias. El desarrollo de
sondas se centra en aplicaciones de visualizacion de angiogénesis, ciclo
celular, apoptdsis, factores de crecimiento, mecanismos de metastasis e
invasion, migracion de células, etc., y especiadmente en la caracteriza-
cion genica mediante el establecimiento de los vinculos entre la expre-
sion fenotipica y la parte del genoma responsable. En la actuaidad la
PET se considera como la herramienta més versdtil para este propésito,
S bien recientes desarrollos en IRM estén abriendo nuevas oportunida-
des a esta técnica. Los sistemas multimodales (combinaciones de dos o
més de estas tecnologias) se empiezan a abrir paso, inicialmente con la
combinacion de la PET y la tomografia de rayos X: en la actualidad
todos los grandes fabricantes de equipos de imagen médica ya cuentan
con esta version de multimodalidad en sus catdlogos. Tal vez € érea en
el que los usuarios detecten un desarrollo tecnoldgico més lento es en
el érea de imagen dptica, en donde la transferencia a la clinica no esta
siendo tan evidente principalmente debido a la no existencia de un
método tomogréfico. Asi como los Ultimos avances en técnicas de muy
ata resolucién y sensibilidad para PET de animales encuentran una via
rapida de transferencia a su equivalente humano, las técnicas Opticas no
estan teniendo € mismo éxito.

Para concluir, mencionar & hecho de que & desarrollo de la imagen
molecular estd dando origen a un nuevo perfil profesional que basado en
la formacion pluridisciplinar ha de mangjar aspectos que provienen de
campos muy distintos de la ciencia, y de cuya conjuncidn aparece esa
sinergia que da su vaor particular a la imagen molecular. Ahora més
qgue nunca, € pape de bioingeniero trabgjando junto con bidlogos
moleculares, fisiélogos, quimico o fisicos, empieza a cobrar una espe-
cid relevancia, situacion a la que no deberian estar genas organismos
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y entidades responsables de proporcionar los medios y cauces para fa-
cilitar la formacién de este nuevo perfil profesional. El nuevo paradigma
que brinda la imagen molecular abre unos horizontes de posibilidades
para e diagnostico y tratamiento de la enfermedad que apenas acaban
de empezar a ser explorados.
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