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Resumen

La posibilidad de visualizar y cuantificar la funcion de un
determinado 6rgano en animales de laboratorio es una
herramienta cientifica de gran importancia en el estudio
de modelos de enfermedades humanas, en el descubri-
miento y desarrollo de nuevos medicamentos y en la
caracterizacion del fenotipo de animales transgénicos y
noqueados. La tomografia por emision de positrones (PET)
y la imagen proyectiva de radiofarmacos marcados con

emisores de positrones proporcionan una herramienta
genérica y no invasiva para la investigacion cientifica en
los casos anteriormente expuestos.

En este trabajo se describe un sistema mutimodal PET/CT
basado en camaras de coincidencia y detectores de esta-
do sélido para los rayos X, disefiado para adquirir tanto
imagenes tomogréficas como de proyeccion con alta reso-
lucién temporal, con capacidad para visualizar ratas y rato-
nes, estos Ultimos en cuerpo completo en un solo campo
de vision.

Los mas recientes avances en instrumentacion para ima-
gen médica han conducido al disefio y desarrollo de siste-
mas que de una forma mas o menos Gptima permiten
generar imagenes multimodales imposibles de obtener
con un solo equipo. Los aparatos resultantes de estas inte-
graciones se dirigen fundamentalmente al desarrollo de la
investigacion traslacional en biologia molecular y medici-
na, teniendo como principal objetivo la optimizacion de la
relacion entre la resolucidn espacial, la sensibilidad y la
especificidad, tres parametros cuya optimizacion simulta-
nea es por hoy todo un desafio para la tecnologia existen-
te. La evolucion de la gendémica y de la Biologia
Molecular, asi como la investigacion con animales modifi-
cados genéticamente (noqueados, transgénicos, modelos
animales portadores de determinadas enfermedades) ha
hecho necesario la implantacion de sistemas no invasivos
de imagen para pequefios animales con el fin de realizar
estudios longitudinales llevados a cabo en periodos de
tiempo relativamente largos; la disponibilidad de estos sis-
temas es escasa y muy limitada.

Un ejemplo de la utilidad de la imagen molecular en
pequefios animales son los modelos transgénicos de rato-
nes para el estudio del cancer. Estos animales resultan
caros y no siempre desarrollan sus tumores en zonas acce-
sibles mediante palpacion, lo que impide saber si la enfer-
medad se estd manifestando en un determinado momen:-
to, y obliga a recurrir a la autopsia y a la posterior biopsia
(Lewis, Achilefu et al. 2002; Weissleder 2002). La utiliza-
cion de sistemas de imagen animal multimodal permite

conocer no solo la existencia de estos tumores, sino locali-
zarlos anatémicamente con precision. Esto abarata los cos
tes de la investigacion, aumenta la fiabilidad de los estu-
dios, y permite el uso de un solo animal para un estudio lon-
gitudinal completo, reduciendo ademas la variabilidad
estadistica entre sujetos inevitable con otros métodos.
Queda pues patente que las técnicas de imagen molecular
como procedimiento para el estudio de la enfermedad, el
analisis farmacocinético, y la visualizacion de la expresion
génica, son herramientas muy prometedoras. Si a esto se
afiade que los estudios realizados mediante estas técnicas
permiten su traspaso al entorno clinico y a las aplicaciones
en humanos de una forma mucho mas rapida, podremos
entender el alto interés que despierta esta nueva area de la
ciencia tanto social como cientificamente.

Las modalidades que actualmente despiertan mas inte-
rés son dos: la PET (Positron Emission Tomography) y el CT
(Computerized Tomography). La PET es probablemente la
técnica mas potente para el estudio in vivo de procesos
biolégicos en animales de laboratorio, siendo sus principa-
les ventajas la realizacion de mediciones cuantitativas fun-
cionales de forma no invasiva, asi como la posibilidad de
realizacion de estudios longitudinales. Esta modalidad de
imagen permite estudiar, visualizar y cuantificar multiples
procesos hioquimicos y fisioldgicos tales como el metabo-
lismo glicidico, la tasa de sintesis proteica, la proliferacion
celular, la actividad enzimatica, la tasa de consumo de
oxigeno, el metabolismo b-oxidativo, el pH intracelular, el
flujo sanguineo, la transmision de sefiales, la expresion
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génica y su regulacion, entre otros. Con sistemas PET espe-
cificos para animales los estudios se pueden repetir sobre
un mismo sujeto a diferentes intervalos de tiempo,
pudiendo monitorizar la evolucién temporal del trazador
utilizando el mismo sujeto como control. Las ventajas de
la imagen PET son claras, pero los desafios tecnolégicos
que supone su realizacion en una escala adecuada a
pequefios animales de laboratorio y con una resolucion y
sensibilidad suficientes son importantes. Es necesario el
desarrollo de tecnologias que permitan alcanzar la resolu-
cion espacial y la sensibilidad adecuadas con un coste
razonable, pues se trata de disefiar aparatos para uso en
laboratorio, lo que limita la cantidad de recursos que se
pueden asignar a este fin. Concretamente, la relativa baja
resolucion espacial de estos sistemas dificulta la identifica-
cion de las estructuras y obliga en muchos casos a la loca-
lizacion de "marcas” que permitan localizar con precision
las activaciones visualizadas. Cuando existe la denomina-
da captacion no especifica, es posible discernir este tipo de
referencias anatdmicas, pero conforme los trazadores van
siendo mas selectivos, empieza a resultar dificil, si no
imposible, identificar estructuras que sirvan de referencia.
De ahi surge la necesidad de utilizar varias modalidades
simultaneamente.

Las técnicas de imagen funcional, que son capaces de
registrar y cuantificar compuestos metabélicamente signi-
ficativos en el interior del sujeto estudiado, aumentan la
informacién aportada al investigador si se presentan junto
con modalidades de imagen estructural como el CT, que
proporciona una adecuada localizacion anatomica de los
datos funcionales (Vaquero, Desco et al. 2001). Si ambos
estudios son ademas adquiridos en la misma maquina, el
proceso de registro necesario para alinearlos correctamen-
te resultara sencillo y eficiente. Es incluso posible que los
datos adquiridos por una de las modalidades pueda apor-
tar informacion que sirva para tratar los datos de otras,
ayudando a realizar correcciones necesarias para la
reconstruccion de la imagen adquirida.

El Laboratorio de Imagen de la Unidad de Medicina y
Cirugia Experimental del “Gregorio Marafion” lleva varios
afios trabajando en estudios funcionales que hacen uso
de diferentes sistemas de adquisicion de imagen médica
en animales de laboratorio. Este grupo ha desarrollado un
sistema de adquisicion de imagen PET con el que actual-
mente realiza dichos estudios funcionales. Hasta ahora
con esta modalidad se han realizado estudios funcionales
de ratones y ratas, en los que no siempre resulta posible
localizar anatomicamente los resultados, puesto que la
PET solo ofrece informacion funcional sobre el volumen
estudiado. Se hace imperativo por lo tanto la incorpora-
cion de un sistema de adquisicion de imagen que propor-
cione informacion anatémica en la que situar los niveles
de actividad medidos por la PET, y el sistema de CT cubre
dicha necesidad.

Equipos hibridos PET/CT

La fusion del PET/CT es una nueva tecnologia que com-
bina la informacion estructural de CT con la informacion
metabdlica del PET en un sistema de imagenes.
Esencialmente, las lesiones pequefias se detectan con el
PET y se localizan exactamente usando CT. El PET se utiliza
cada vez mas en la diagndstico del cancer, para determi-
nar la extension de la enfermedad y para evaluar la res-
puesta del tratamiento. En ciertas situaciones la explora-
cion PET no es suficiente para que el facultativo establez-
ca con precision la localizacion exacta del tumor, su sec-
cién mas activa o su posible malignidad. Las imagenes
detalladas que proporciona la fusion del PET/CT pueden
disminuir la necesidad de exploraciones adicionales.

La situacion descrita también sucede en los equipos PET
dedicados a la exploracion de pequefios animales de
laboratorio. Para resolver este problema, algunos centros
disponen de sistemas PET de alta resolucion combinados
con tomoégrafos TAC miniaturizados para la exploracion
animal con fines de experimentacion. La mayoria de estos
sistemas cuentan con dos equipos distintos e indepen-
dientes (uno PET y otro CT), alineados geométricamente
en su eje axial, para facilitar el registro y fusién posterior de
las imagenes (una funcional y otra anatdmica) producidas
por ambos. Otros emplean un soporte especial donde el
animal esta colocado con precision y totalmente inmduvil,
que se puede utilizar tanto en el PET como en el CT. Estos
métodos no garantizan el registro adecuado de las ima-
genes de distintas modalidades, lo que justifica la intensa
actividad investigadora en el disefio de nuevos equipos
multimodales integrados.

Probablemente la mas completa y actualizada referen-
cia al estado de la técnica es la publicacion Molecular
Imaging and Biology, que retine todas las comunicaciones
presentadas en los congresos anuales de la Academy of
Molecular Imaging (AMI, www.ami-imaging.org), que en
el afio 2003 se celebré en Madrid. Este congreso cubre
todo el espectro, desde el disefio de sistemas hasta su apli-
cacion en humanos o en la industria farmacéutica.

Descripcion del sistema PET

El sistema esta basado en dos cAmaras de centelleo
constituidas por sendas matrices de cristales de 1.5 mm x
1.5 mm x 12 mm de LYSO acoplados dpticamente a un
tubo fotomultiplicador sensible a posicion (PSPMT). Las
imagenes de proyeccion se adquieren con las camaras
giradas 90 grados , y colocando el animal en horizontal en
el punto medio entre las camaras. Esta imagen se genera
aceptando Unicamente aquellos eventos cuya linea de
coincidencia sea perpendicular o casi perpendicular al
plano de ambos detectores. La adquisicion de datos tomo-
graficos se hace en 3D rotando los detectores alrededor
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del eje axial y calculando los sinogramas a partir de la
codificacion angular generada durante el giro. El sistema
tiene un campo de vision de 48 mm x 48 mm con una
separacion entre detectores de 180 mm, lo que permite
obtener una resolucion espacial en imagen reconsruida
de 1.8 mm FWHM (FBP), con un grosor de rodaja de 0.8
mm para 56 rodajas. La resolucion de energia media es
de 20%, utilizadndose un enventanado de 250-650 keV.
Para una ventana de coincidencia de 5ns (resolucion esti-
mada de 2ns FWHM) la sensibilidad es de 180 cps /uCi
para una fuente puntual en el centro, permitiendo una
maxima tasa de conteo de 80 Kcps por pareja de detec-
tores.

La consola del operador permite la visualizacién de
imagenes en modo pila y negatoscopio, con visor triplanar
que permite la navegacion por el volumen tridimensional
mostrando las reconstrucciones axial, sagital y coronal, e
integra herramientas de zoom, nivel y ventana y informa-
cion de la imagen en cualquier momento. Las opciones
para el analisis de imagenes mediante volimenes de inte-
rés incorporan herramientas para la segmentacion
manual y semiautomatica, y generan informacion de
volumen, actividad maxima, minima y media para cada
volumen creado.

Descripcion del sistema CT

mite introducir muestras pequefias de todo tipo incluyen-
do estudios in vivo de pequefios animales de laboratorio,
garantizando su no destruccion o dafio al ser posible regu-
lar la dosis a la que es expuesta la muestra, y permitiendo
el acceso directo al usuario (desconexion automatica de la
emision de rayos X), asi como el uso de sistemas de sopor-
te vital (oxigeno, liquidos, gases anestésicos) y de monito-
rizacion fisioldgica. La consola de usuario integra la adqui-
sicion tomografica y fluoroscdpica en tiempo real, recons:
truccion de imagenes, presentacion en distintos modos,
que incluyen montaje, stack y peliculas dindmicas, herra-
mientas para el analisis cuantitativo, almacenamiento de
datos en formato Interfile y compatible DICOM, importa:
cion de datos crudos, Interfile o DICOM, y herramientas de
registro y visualizacion multimodal. Permite ademas el
acceso via red a estaciones externas asi como el envio y
recepcion de estudios. La resolucion de la imagen final es
de 50 micras en todo el campo de vision, y la reconstruc-
cion de imagen se hace directamente en 3D en proyec-
cion conica. Se incluyen dos posibles esquemas de recons:
truccion, iterativa con SART (Simultaneous Algebraic
Reconstruction Technique) y analitica con FDK (Feldkamp-
Davis-Kress Algorithm).

Se trata de un sistema de tomografia mediante rayos X
de alta resolucion, disefiado para su uso con pequefias
muestras de laboratorio tanto in vitro como in vivo. La ima-
gen de proyeccion es generada a partir de una fuente de
rayos X microfoco (50 micrometros) de 75W, y detectada
por un sensor de estado solido de tecnologia CMOS. El
detector integra una etapa de Csl depositado en columnas
encargado de la conversion de los fotones incidentes a luz
visible, y una etapa de deteccion de la luz generada por
integracion de carga. Las imagenes tienen un tamafio de
2k x 2k pixels de 50 micrometros. En el mismo dispositivo
se realiza la conversion analdgico a digital con una reso-
lucion de 12 bits, y el resultado de ésta es directamente
registrado por una frame grabber digital conectado a la
consola. Esta configuracion alcanza una tasa de transfe-
rencia de 2 imagenes por segundo, a maxima resolucion,
y permite variar tanto el voltaje de polarizacion y corrien-
te suministrada a la fuente como el periodo de integra-
cion de la adquisicion, lo que permite que el tomaografo
pueda ser utilizado con muestras que se muevan dentro
de un amplio rango de tamafios, pesos y densidades.

El sistema permite explorar en una sola pasada un volu-
men maximo de 75 mm de didmetro por 75 mm de lon-
gitud, con trasporte automatico de la muestra hasta la
posicion de exploracion, acceso libre al interior del gantry
previa desconexion de los rayos X, y posibilidad de realizar
varios campos solapados para aumentar el volumen
explorado en el sentido longitudinal. Este tomaografo per-




Especial Imagen Medica molecular y multimodalidad

Sistema CT en el que se aprecian el tubo de rayos X microfoco y el detector
plano de estado sélido. Para la foto se han retirado las cubiertas y los sistemas
auxiliares (izq). Proyeccion volumétrica de una adqusicién de un ratén de 20
gramos a

Aplicaciones

Mapas de estadisticos paramétricos para el estudio de
estimulaciones sensoriales

Mediante técnicas de cuantificacion estadistica es posi-
ble la busqueda de efectos de interés presentes en neu-
roimagenes funcionales como la PET. Una herramienta
de creciente uso para el disefio y andlisis de estos estu-
dios estadisticos es el software SPM (Statistical Parametric
Mapping) de libre distribucion
(http:/fwww.fil.ion.ucl.ac.uk/spm).

Previamente a un estudio de imagen funcional median-
te SPM, las imagenes deben ser sometidas a un procesado
de modo que sea posible efectuar sobre ellas el estudio
estadistico. Este pre-procesado consta de tres etapas: reali-
neado, normalizacion espacial y filtrado espacial.
Posteriormente a este procesado, en el cual las imagenes
a estudio se han situado en un espacio anatémico estan-
dary se ha mejorado su relacion sefial/ruido, las imagenes
PET estan en disposicion de ser sometidas al andlisis esta-
distico. En el Laboratorio de Imagen de la Unidad de
Medicina y Cirugia Experimental del Hospital General
Universitario “Gregorio Marafién” se ha adaptado la meto-
dologia SPM al anélisis de imégenes PET de animales de
laboratorio.Por ejemplo, en un estudio de estimulacion
sensorial a 12 ratas Wistar hembra se les inyecto 18-FDG
i.v.. A 8 de dichas ratas se las tuvo en condiciones de luz
ambiente durante 60 minutos (grupo control), mientras
que las 4 ratas restantes estuvieron en frente de una luz
estroboscopica de frecuencia 10Hz con uno de sus ojos
tapado (grupo de estudio). Posteriormente, las ratas se
escanearon con un sistema PET durante un periodo de 90
minutos. Una vez adquiridas las imagenes se realizd el
estudio SPM.

Para el andlisis SPM, las imé&genes reconstruidas se re-ali-
neraron mediante registro rigido basado en Mutual

Information (MI) respecto a una imagen referencia de
[18F]-FDG . Dicha imagen referencia se obtuvo al co-regis-
trar y promediar las imagenes del grupo control. Antes de
la normalizacion espacial se segmenté manualmente una
mascara delimitando la region a estudiar: el cerebro. Las
imagenes enmascaradas fueron suavizadas con un filtro
gaussiano (1.5 x 1.5 x 3.0 mm. FWHM) y analizadas con
la version software SPM2 mediante un test t de Student. En
la figura X se muestran las diferencias estadisticamente sig-
nificativas encontradas entre ambos grupos (p < 0.001 sin
corregir; k> 10).

(b)

Figura X. Mapa estadistico paramétrico (p<0.001;k>10) revelando: (a) una
hiperactividad de la corteza auditiva y visual, (b) y una hipoactivacion de la
amigdala.

Estudio de localizacion de metéstasis pulmonares en ratdn:

En la figura 4 se pueden observar los cortes sagitales,
coronales y axiales de un ratén de peso de 20 gramos,
donde se pueden observar perfectamente la cavidad pul-
monar, que se corresponde con la zona de estudio. En la
siguiente figura (Fig. 5) tenemos la imagen que se obtuvo
tras inyectar 18-FDG por la vena de la cola y tras un perio-
do de captacion de 40 minutos. Se observa captacion en
corazon, intestino y musculos de las patas. Sin embargo, la
localizacién de otras estructuras se hace mas dificil. Por
ello, se recurre a la fusién de FDG-CT como muestra la figu-
ra 6; donde tenemos perfectamente localizadas el resto
de las estructuras.

Figura 4: Tomografia computerizada de un ratén (cortes sagital, coronal y
axial)
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Figura 6: PET-CT de un ratén (cortes sagital, coronal y axial)

A) Estudio del estadiaje de un tumor

En esta ocasion se ha utilizado resonancia magnética
como fuente de informacién anatémica en lugar de la
tomografia computerizada. En la figura 7 se observa el
corte coronal de un ratén, donde se puede ver perfecta-
mente los pulmones y el corazén. Cuando Unicamente se
cuenta con una imagen PET, en ocasiones resulta dificil no
solamente localizar el tumor; y cuando se cuenta sola-
mente con una imagen anatémica verdaderamente resul-
ta complicado determinar el estado en el que se encuen-
tra el tumor. Se hace por ello necesario realizar una fusion
de ambas modalidades de imagen para conseguir una
informacion lo mas completa posible. En la figura 8 pode-
Mmos ver que aungue en la resonancia se aprecia un tumor
de tamafio considerable, en el PET la captacion que
encontramos no es muy elevada; y ello es debido a que
el tumor tenga ciertas partes necrosadas que sean las res-
ponsables de la no captacion de FDG. debido a que el
tumor tenga ciertas partes necrosadas que sean las res-
ponsables de la no captacion de FDG.

Figura 8: Fusién PET-RM donde se aprecia una captacion de glucosa menor a
la esperada, debido quizas a la necrosacion de ciertas partes del tumor.
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