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La terapia celular continda siendo un area muy activa
en el campo de la investigacién basica, con resultados
iniciales prometedores en el tratamiento de las enferme-
dades cardiovasculares. Sin embargo, aun existen mu-
chos factores desconocidos en la terapia celular, entre
los que se incluyen el mecanismo de accién, los tipos de
células que resultan mas utiles, las estrategias de admi-
nistracion mas eficaces, asi como su seguridad. La ob-
tencion de imagenes con métodos no invasivos permite
utilizar una gran variedad de herramientas para valorar
cuantitativamente muchos de estos factores descono-
cidos. En este articulo nos centramos en la ecocardio-
grafia, la resonancia magnética, la tomografia compu-
tarizada, la tomografia por emision de positrones y la
tomografia por emision de fotdn Unico en el contexto
de la terapia celular, para explicar la forma en que estas
modalidades de imagen se estan utilizando para dar res-
puesta a muchas de esas cuestiones.
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Noninvasive Cardiovascular Imaging
Techniques for Basic Science Research:
Application to Cellular Therapeutics

Cell therapy continues to be an active area of basic
science research with early promise in the treatment
of cardiovascular diseases. However, there are many
unknowns including the mechanisms by which they work,
the most useful cell types, the most efficient delivery
strategies, and their safety. Noninvasive imaging provides
a wide array of tools to quantitatively address many of
these unknowns. This article reviews echocardiography,
magnetic resonance imaging, computed tomography,
positron emission tomography and single photon emission
tomography in the context of imaging cellular therapeutics
to demonstrate how these modalities are being used to
answer some of these questions.
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INTRODUCCION

La terapia celular ha proporcionado resultados
prometedores para el tratamiento de las enferme-
dades cardiovasculares. De hecho, esta en curso un
gran numero de ensayos clinicos cuyo objetivo es
lograr la revascularizacion, la resincronizacion, la
recuperacion funcional y la regeneracion del mio-
cardio, asi como una disminucion del remodelado
ventricular. Resultados de los primeros ensayos cli-
nicos'* indican que las células progenitoras y las cé-
lulas madre procedentes de la médula 6sea autdloga
pueden mejorar la funcion miocardica cuando son
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administradas mediante inyeccion intracoronaria.
Esto ha proporcionado un gran impulso para la in-
vestigacion de la terapia celular en el tratamiento de
las cardiopatias. Quiza la pregunta mas importante
que se plantea desde el punto de vista de la investi-
gacion basica seria: «;qué mecanismos utilizan las
terapias celulares para mejorar la funcion cardio-
vascular?». Los mecanismos propuestos incluyen la
neovascularizacion (directamente o mediante la li-
beracion de factores de crecimiento), la activacion
de la proteccidn celular a través de la liberacion de
factores paracrinos, la movilizacion y activacion de
las células madre residentes, la supresion de la infla-
macion, y la diferenciacion muscular®. Tan impor-
tante es aclarar los mecanismos de funcionamiento
de la terapia celular como identificar los tipos de
célula mas eficaces, evaluar la seguridad de la te-
rapia, comprender sus beneficios a largo plazo, ave-
riguar la mejor forma de aplicarla, mejorar la fun-
cionalidad del injerto celular y la supervivencia de
las células y determinar la mejor forma de rastrear
el destino de la terapia celular in vivo con el paso del
tiempo.



Las técnicas de imagen no invasiva pueden tener
un papel importante en los estudios disenados para
responder a muchas de estas cuestiones. La ecocar-
diografia, la resonancia magnética (RM), la tomo-
grafia computarizada (TC), la tomografia por emi-
sion de positrones (PET) y la tomografia
computarizada por emision de foton tnico
(SPECT) ya se utilizan en la clinica para evaluar la
funcion, la viabilidad, la perfusién y la anatomia
del miocardio. La incorporacién de técnicas de
imagen a los experimentos de investigacion basica
sobre terapia celular cuenta con importantes ven-
tajas. En principio, permite explorar in vivo los
efectos terapéuticos en la anatomia y la fisiologia,
al tiempo que reduce el nimero de animales reque-
ridos para llevar a cabo los experimentos. Ademas,
permiten evaluar de forma seriada la progresion de
la enfermedad y la respuesta al tratamiento y, fre-
cuentemente, realizar mediciones cuantitativas mas
precisas o incluso determinaciones que serian impo-
sibles empleando otros métodos.

El proposito de este articulo es revisar las dis-
tintas modalidades de imagen cardiovascular no in-
vasiva en el contexto de las terapias celulares. Para
cada modalidad se aporta una breve descripcion de
la tecnologia utilizada, junto con ejemplos de su
utilizacion para evaluar la eficacia de la terapia ce-
lular y las estrategias terapéuticas.

ECOCARDIOGRAFIA

La ecografia o ultrasonografia cardiaca es un mé-
todo ampliamente utilizado en las clinicas cardiold-
gicas de todo el mundo para evaluar la funcion y el
tamano cardiacos, la funcion valvular y la afeccion
del pericardio. El principio general que subyace a la
obtencion de imagenes por ultrasonidos es que un
transductor piezoeléctrico convierte las sefiales eléc-
tricas en ondas actsticas que oscilan con una fre-
cuencia de 2 a 30 MHz. Estas ondas acusticas se
transmiten al interior del organismo y se reflejan a
medida que pasan a través de las distintas capas de
tejidos. A su vez, las ondas acusticas reflejadas
hacen vibrar el transductor que las generé. Estas vi-
braciones se convierten de nuevo en sefiales eléc-
tricas y se envian al escaner para el procesamiento
de imégenes. Los datos sobre la duracion del eco, la
frecuencia y la intensidad de la sefal se utilizan
para generar la imagen ultrasénica. Es importante
destacar que la magnitud de la frecuencia de excita-
cion es directamente proporcional a la profundidad
de penetracion de la onda actstica y la resolucion
espacial de la imagen. La ecografia Doppler puede
medir el flujo y su velocidad relativa. La ecocardio-
grafia de contraste utiliza microburbujas rellenas de
gas para realzar las superficies de contacto sangre-
miocardio y mejorar la determinacion de la perfu-
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sion tisular y el flujo sanguineo®. Recientemente se
ha avanzado hacia la conjugacion de microburbujas
con ligandos marcados que se unen a receptores y
permitirian la aplicacion dirigida de agentes de con-
traste en las zonas afectas’.

La ecocardiografia se ha utilizado principalmente
para investigar los cambios funcionales que se dan
tras el trasplante de células. Jin et al® utilizaron la
ultrasonografia cardiaca para mostrar que la frac-
cion de eyeccion ventricular izquierda aumentaba
de forma significativa en ratas postinfarto recep-
toras de células madre mesenquimatosas (MSC)
trasplantadas en el interior de un armazoén biode-
gradable. Wolf et al’ utilizaron ultrasonidos con-
vencionales en modo B y ecocardiografia de con-
traste para evaluar el tratamiento intravenoso con
MSC propias y alogénicas en cerdos infartados. En
este estudio, la ecografia de contraste del miocardio
evidencid zonas de infarto més pequenas y una me-
jora del flujo microvascular en las zonas del borde
del tejido isquémico de los animales tratados. La
ecocardiografia convencional puso de manifiesto un
mayor acortamiento del area fraccional y una mejor
sincronia cardiaca.

Diversos investigadores han comenzado también
a explorar técnicas para administrar y rastrear las
células mediante ultrasonidos. Bara et al'® mar-
caron cé¢lulas CD133+ humanas con nanoparticulas
CliniMACS y utilizaron con ¢éxito la ecocardio-
grafia para seguir la administracion y el destino de
dichas células en un modelo porcino de infarto de
miocardio (fig. 1)!!. Asimismo, otros grupos han
utilizado con éxito microburbujas con ultrasonidos
para dirigir el trasplante de MSC y de células pro-

genitoras  endoteliales hacia el miocardio
infartado!>!3.
RESONANCIA MAGNETICA

La RM es una modalidad de obtencion de ima-
genes multiproposito cuya versatilidad es especial-
mente evidente en la obtencion de imagenes cardio-
vasculares. Se utiliza con frecuencia para evaluar la
anatomia cardiaca, la funcion ventricular, la masa
miocardica, la viabilidad miocardica, el flujo san-
guineo, la perfusién e incluso la energia en el mio-
cardio. De forma sencilla, la RM realiza aplicando
un potente campo magnético homogéneo para ali-
near la magnetizacion nuclear de los atomos de hi-
drogeno o protones del agua en el organismo. Se
utilizan pulsos de radiofrecuencia para excitar la
magnetizacion, lo que conduce a la generacion de
una senal. Se emplea un grupo de bobinas ortogo-
nales de gradiente para alterar el campo magnético
de forma sistematica y para obtener la codificacion
espacial de la magnetizacion, lo que puede usarse
para generar la imagen. Modificando los tiempos y
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Fig. 1. Iméagenes ecocardiograficas del apex posterolateral antes (A) y
después (B) de conseguir la funcionalidad de células CD133+ injertadas
y marcadas magnéticamente con CliniMACs. Las células marcadas mag-
néticamente aparecen hiperecoicas (flechas verdes) en imagenes tomadas
tras la administracion. Adaptado con autorizacion de Ruhparwar et al''.

el orden de la secuencia de activaciones de los
pulsos de radiofrecuencia y gradiente, junto con la
abundancia natural y las propiedades de relajacion
(T1 y T2) de los spines nucleares de los diferentes
tipos de tejido, pueden generarse imagenes de RM
de diverso tipo y con diferentes contrastes.

El caballo de batalla de la RM es la cine-RM
convencional, que se usa principalmente para eva-
luar la anatomia cardiaca y la funcidon general. El
analisis regional de parametros, como el espesor de
la pared, puede evaluarse mediante métodos tales
como el modelo de 17 segmentos de la American
Heart Association (AHA)!". Muchos estudios han
empleado, tras la aplicacion de la terapia celular, la
cine-RM para evaluar los cambios en la funcion y
el remodelado miocardicos tras un infarto'>?. Por
ejemplo, Grauss et al'® han demostrado reciente-
mente que la funcidon ventricular izquierda (VI) me-
joro y que el remodelado ventricular disminuyd en
ratones postinfarto que recibieron MSC humanas
forzadas a expresar el factor de transcripcion car-
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diomiogénico miocardina. Hashemi et al'” usaron la
cine-RM en un estudio de determinacion de dosis
controlado con placebo para evaluar la seguridad
de la administracién endomiocardica de MSC alo-
génicas en cerdos postinfarto.

Para poner de manifiesto los cambios regionales
mas sutiles en la funcidén contractil, incluida la dife-
renciacion entre los cambios subendocardicos y
transmurales, se han aplicado técnicas como la
marcacion miocardica?-?, la obtencion de imagenes
codificadas del desplazamiento®?* ¢ imagenes de
fase armonica® en modelos animales de enfermedad
cardiovascular. En un articulo de revisiéon publi-
cado por Epstein?, se puede encontrar mas detalles
sobre estas técnicas. Al disponer de mayor resolu-
cion para determinar la funcion contractil, se han
llevado a cabo estudios, como el de Amado et al?’,
que han permitido identificar la recuperacion en
funciéon del tiempo de la contractilidad local aso-
ciada a la aparicion de nuevo tejido como resultado
del trasplante de MSC alogénicas en un modelo de
infarto de miocardio en cerdos.

La RM con realce tardio (RT) con gadolinio se
ha validado frente a la tincion histologica como un
método preciso y no invasivo para determinar el ta-
mafio del infarto®®?°. Por su naturaleza, muchos
estudios de investigacion basica sobre el infarto de
miocardio han usado la RM-RT para comparar el
tamafio del infarto entre distintos grupos, asi como
durante el periodo de estudio’®. La RM-RT com-
prende la administracion intravenosa de un medio
de contraste paramagnético (p. ej., Gd-DTPA), un
tiempo de espera de 10-15 min aproximadamente
para que el medio de contraste se «concentre» en el
tejido infartado y se «elimine» del miocardio
normal, y la obtencion de imagenes usando una se-
cuencia de RM disefiada para anular la sefial en el
miocardio normal y realzar el miocardio infartado,
donde el medio de contraste se acumula temporal-
mente. En la figura 2A se presenta un ejemplo de
RM-RT que muestra el miocardio infartado clara-
mente delineado™®.

La obtencion de imagenes de RM dindmica de
primer paso puede aplicarse de forma complemen-
taria a la RM-RT como medio para medir la perfu-
sion miocardica. La perfusion del miocardio puede
evaluarse cualitativa y cuantitativamente utilizando
secuencias de imagenes de RM dedicada, fuerte-
mente ponderada en T1 y sensible a la perfusion
durante la infusidn inicial de medios de contraste
con gadolinio®. Un reciente estudio de Schuleri et
al*? demostré mediante RM con perfusion de
primer paso, en cerdos postinfarto tratados con in-
yecciones intramiocardicas de MSC alogénicas, que
hay un aumento temprano de la perfusion miocar-
dica que precede a un aumento posterior de la fun-
cion contractil, asi como una reduccion de la apop-



Fig. 2. Resonancia magnética (RM) retar-
dada con contraste realzado en el eje largo
(A) y RM ponderada con gradiente de eco en
T2* (B) de células madre mesenquimatosas
marcadas para-magnéticamente en las 24
h posteriores a la inyeccion intramiocardica.
Se observaron dos lugares de inyeccion de
las células marcadas con Oxido de hierro
como lesiones hipointensas (flechas) en la
RM con gradiente de eco de alta resolucion.
Estos lugares de inyeccion también se ob-
servan en la RM retardada con contraste
realzado, y se localizan con claridad en el
miocardio infartado. Adaptado de Kraitch-
man et al*C.

tosis. Dichos resultados podrian proporcionar
informacién importante sobre el mecanismo por el
cual acttia la terapia celular para tratar la enfer-
medad.

Aunque generalmente no se la considera una téc-
nica de obtencion de imagenes, la espectroscopia
por RM es una técnica analoga a la RM. La espec-
troscopia por RM permite analizar los cambios
energéticos en el miocardio y puede utilizarse con el
mismo equipo de obtenciéon de imagenes. Zeng et
al¥ observaron, mediante espectroscopia por RM
con 3'P, que es posible mejorar significativamente la
bioenergética postinfarto en el corazon de cerdo
(determinada por el indice subendocardico fosfo-
creatina/adenosintrifosfato) trasplantando células
progenitoras pluripotenciales de médula dsea en
zonas fronterizas de miocardio. Ademas, pudieron
demostrar que dicha mejoria en la bioenergética es-
taba respaldada por mejoras de la contractilidad re-
gional y general determinada por cine-RM. Se han
comunicado resultados similares mediante tras-
plante de MSC autologas™.

La evaluacién de la respuesta anatomica y fisio-
logica a la terapia celular es tan importante como
confirmar la funcionalidad del injerto y estudiar el
destino de las células. Las nanoparticulas de 6xido
de hierro se han utilizado ampliamente para marcar
y seguir las células con RM in vivo*>*. Sus propie-
dades superparamagnéticas, cuando las particulas
pasan al interior celular, hacen que se pueda ver di-
chas células como hipointensidades en las imagenes
convencionales de RM. La obtencién de imagenes
ponderadas en T2* es el método mas habitual para
visualizar estos grupos celulares hipointensos. Los
estudios sobre toxicidad han confirmado que dicha
marcacién con oxido de hierro no tiene ningin o
casi ningun efecto negativo en el metabolismo o la
viabilidad celular’>¥. Se han realizado numerosos
estudios con nanoparticulas de 6xido de hierro para
marcar las células antes del trasplante’*3%3°. Uno de
los primeros estudios realizados en cerdos postin-
farto demostré que podian visualizarse con claridad
las MSC marcadas con hierro inmediatamente des-
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pués del trasplante y en tiempos establecidos hasta
varias semanas mas tarde (fig. 2B)*. Recientemente
la imagen con contraste positivo ha cobrado interés
como un posible método para mejorar la visualiza-
cion y la sensibilidad*-+2,

Al obtener una imagen clara de la anatomia car-
diaca y una representacion del tejido infartado,
ademas de la visualizacion de la terapia con células
marcadas, la RM aporta un amplio espectro de he-
rramientas para evaluar la eficacia y el injerto/des-
tino de las células. Como parte del equipo de diag-
néstico, la fluoroscopia por RM se ha utilizado
para que las terapias celulares sirvieran de guia en
tiempo real en sus ubicaciones diana como el tejido
infartado y sus zonas fronterizas**’. Esta capa-
cidad permite la administracion mas precisa y con-
centrada de las terapias celulares en el tejido en-
fermo que con los métodos intravenosos o
intraarteriales y promete ser un método mas eficaz
para la administracién de la terapia. Sin embargo,
la escasa disponibilidad en el mercado de catéteres
compatibles con la RM, visibles por RM y que per-
mitan administrar dichas inyecciones impide el uso
extendido de estas técnicas.

TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA

La TC cardiaca se usa en la practica clinica para
obtener imagenes de las arterias coronarias y para
detectar aneurismas y disecciones aorticas, embolias
pulmonares y afeccion del pericardio. Basicamente,
la TC cardiaca es un método radiografico que pro-
porciona rapidamente imagenes tridimensionales del
corazon. A menudo se utiliza con medios de con-
traste yodados para ver mas claramente los vasos
sanguineos. El escaner de TC consta de un anillo o
soporte con un tubo de rayos X montado frente a un
detector. Durante la realizacion del estudio, el tubo y
el detector giran alrededor del anillo. A medida que
el tubo gira, emite rayos X que penetran y son absor-
bidos por el sujeto situado en el centro del escaner.
El detector capta los rayos X no absorbidos. A con-
tinuacion, la senal detectada se procesa mediante al-
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Fig. 3. Tomografia computarizada de un corazon extirpado tras el trasplan-
te de células madre mesenquimatosas encapsuladas con sulfato de bario.
Las multiples inyecciones de las microcapsulas son claramente visibles a
través del corazon.

goritmos de reconstruccion avanzados para generar
una imagen de TC tridimensional. Para la TC car-
diaca puede utilizarse una sefial de ECG de forma
prospectiva para dar paso o iniciar la adquisicion de
la imagen, o bien para realizar una reconstruccion
retrospectiva.

Al igual que en la RM, se validaron equipos de
TC con multidetectores realzados con contraste
para mejorar la definicion de las imagenes®.
Posteriormente, Amado et al?’ usaron la TC car-
diaca en combinacion con las técnicas de RM antes
descritas para estudiar la regeneracion cardiaca tras
el trasplante intramiocardico de MSC en cerdos
postinfarto. En un estudio de 8 semanas de dura-
cion, la TC con contraste mostré un aumento del
espesor del borde del tejido subendocardico y una
reduccion del tejido cicatricial. Estos datos fueron
respaldados por la presencia de una recuperacion
de la contractilidad activa en las regiones asociadas
determinada mediante RM con marcadores. Por
otra parte, la anatomia patologica confirmé que
este borde de tejido contenia miocitos morfologica-
mente normales.

Recientemente se han explorado técnicas de mi-
croencapsulacion en combinacion con medios de
contraste®** para obtener imagenes como método
de inmunoproteccion celular, al tiempo que propor-
cionan un entorno que permite el libre paso de oxi-
geno y nutrientes hacia las células y de los subpro-
ductos hacia el exterior de éstas. Utilizando medios
de contraste radiopacos, Barnett et al* marcaron y
encapsularon células de islotes pancreaticos y de-
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mostraron capacidad de respuesta eficaz a la glu-
cosa. Los primeros estudios que utilizaron esta téc-
nica con células madre mesenquimatosas'->’
resultaron prometedores, especialmente para au-
mentar la angiogénesis, como se demostré en un
modelo de arteriopatia periférica en conejos. En la
figura 3 se muestra un ejemplo de imagenes obte-
nidas mediante TC de dichas microcapsulas visibles
con rayos X trasplantadas en un corazon ex vivo.

IMAGENES DE MEDICINA NUCLEAR

La medicina nuclear utiliza is6topos radiactivos
para seguir los procesos bioldgicos y metabdlicos
celulares y subcelulares. En general, estos is6topos
radiactivos o radionuclidos se encuentran unidos
quimicamente a complejos diseflados para detectar
especificamente determinados procesos fisiologicos.
Estos complejos radiactivos, denominados traza-
dores, se introducen en el cuerpo antes de obtener
la imagen (a menudo mediante inyeccion intrave-
nosa). En funcion del disefio del trazador, el pro-
ceso patoldgico puede ser identificado por una cap-
tacion elevada del trazador radiactivo o por su
ausencia. Las dos técnicas de obtencion de imagen
mas utilizadas en medicina nuclear topografica son
la PET y la SPECT.

Tomografia por emision de positrones

La PET funciona segun el siguiente principio: los
trazadores emiten positrones que aniquilan los elec-
trones cercanos, lo que da lugar a la emision de dos
fotones gamma (511 keV) en direcciones opuestas.
La deteccidén coincidente de dichas emisiones por
multiples detectores en el escaner de PET permite
localizar directamente los fendémenos de aniquila-
cion. Para generar las im4genes tridimensionales de
PET se emplean analisis estadisticos y una recons-
truccion tomografica. Los radiontclidos de la PET
tienen una vida media corta (de unos 20 min para el
1C a unos 110 min para el ¥F y hasta 4,2 dias para
el '), por lo que a menudo requieren la disponibi-
lidad del ciclotron que los produce en el mismo
lugar o en un lugar proximo. Ademas, su corta se-
mivida requiere que los trazadores alcancen su ob-
jetivo muy rapidamente.

La molécula trazadora de uso mas frecuente es la
fluorodesoxiglucosa (FDG), un azucar marcado
con el isotopo '8F utilizado para estudiar el meta-
bolismo de la glucosa. En cardiologia clinica, la
PET con “F-FDG se emplea muy a menudo para
detectar el «miocardio hibernado» o tejido cardiaco
viable pero con disminucion de su funcién metabo-
lica. Clinicamente, este miocardio hibernado se
considera recuperable si en un corto plazo se logra
la revascularizacion.



Aunque se haya utilizado ampliamente para ob-
tener imagenes de viabilidad, la PET también per-
mite determinar la perfusion, la funcion contractil,
el sustrato metabdlico, el consumo de oxigeno, la
inervacién autonomica y la angiogénesis®*. Por lo
tanto, la imagen de PET puede tener un valioso
papel en la evaluacion exhaustiva de la respuesta te-
rapéutica de los tratamientos celulares.

Quiza el punto mas fuerte de la obtencidon de ima-
genes con PET en el contexto de la terapia celular
es su capacidad para el rastreo celular. La marca-
cion radiactiva de las células para obtener imagenes
de PET puede realizarse directamente con radionu-
clidos o mediante un gen informador. La marcacion
directa requiere incubar las células con el radiotra-
zador para lograr una captacion celular suficiente.
Recientemente, la ®F-FDG se ha utilizado con
éxito para marcar y realizar el seguimiento de la
distribucion tisular de células mononucleares y cé-
lulas progenitoras de médula 6sea autologa tras el
trasplante intracoronario en corazones de cerdo
postinfarto®™®, El éxito de la PET con marcacion
directa resulta muy prometedor, pero se encuentra
limitado principalmente por la corta semivida del
I8 Hasta la fecha, se ha obtenido un éxito limitado
con la marcacion directa usando is6topos de semi-
vida mas prolongada. Por otra parte, al igual que
en la marcacion magnética, la deteccion de células
madre marcadas directamente con radionuclidos se
vera dificultada si hay una rapida proliferacion ce-
lular.

Los recientes avances en la marcacion celular con
genes informadores amplian las posibilidades de las
imagenes de PET mas alla de la monitorizaciéon a
corto plazo. Los genes informadores codifican la
sintesis de sustancias tales como enzimas o recep-
tores, que se uniran a una sonda informadora. Para
la marcacion, normalmente se introduce un gen in-
formador en las células mediante transfeccién de
forma exogena. Tras el trasplante, la obtencion de
una imagen de PET con una sonda informadora es-
pecifica marcada con un radionuclido permite la
deteccion de las células. Para mas informacion
acerca de la marcacion celular con genes informa-
dores, se puede consultar Bengel et al®. Hasta la
fecha, existen tres tipos de genes informadores, ba-
sados en enzimas, en receptores y en proteinas
transportadoras. Cada planteamiento posee dife-
rentes ventajas e inconvenientes, como sefialan
Zhang et al®'. Actualmente, la técnica mas habitual
de marcacion celular con genes informadores para
obtener imagenes de PET es la basada en enzimas
que utiliza el gen mutante de la timidincinasa de
virus del herpes simple tipo 1 ( HSVI-tk) en combi-
nacion con diferentes radionuclidos trazadores con
BF. Por ejemplo, Wu et al®? publicaron un estudio
en el que usaron HSVI-sr39tk como gen infor-
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mador para PET para realizar el seguimiento ce-
lular tras el trasplante intramiocardico de cardio-
mioblastos de rata embrionaria. En ese estudio
demostraron la supervivencia a largo plazo de las
células a los 16 dias. En un estudio posterior de Cao
et al®® se desarrolld y se utilizdé un nuevo gen infor-
mador de fusidn triple para obtener imagenes de
fluorescencia, bioluminiscencia y PET para estudiar
la supervivencia celular, la proliferacion y la migra-
cion de las células madre embrionarias tras su ad-
ministraciéon en miocardio de rata. Las imagenes de
PET obtenidas con 9-[4-'8F-fluoro-3-(hidroximetil)
butil]guanina (‘*F-FHBG) confirmaron la supervi-
vencia y la proliferacion indicada por un aumento
de la sefial de la PET (y por bioluminiscencia) du-
rante las 4 semanas de duracidén del estudio. Las
imagenes de fusion de BF-FHBG (células mar-
cadas) y “F-FDG (viabilidad miocardica) obte-
nidas en este estudio demuestran la localizacion ce-
lular mediante PET (fig. 4).

Recientemente se han usado genes informadores
de PET en un estudio de gran envergadura en mo-
delo animal de infarto miocardico reperfundido
para seguir la biodistribucion tras la inyeccion mio-
cardica directa, usando un sistema de cartografia
electromecanico®. Esos estudios se llevaron a cabo
en un escaner de PET clinico con resultados prome-
tedores que animan a la realizacion de estudios si-
milares en pacientes en un futuro.

Tomografia computarizada por emisiéon
de fotén tnico (SPECT)

A diferencia de las imagenes de PET, la SPECT
opera detectando directamente la radiacion gamma
emitida por el trazador. Durante la adquisicion de
las imagenes mediante SPECT, la camara gamma
gira alrededor del sujeto obteniendo las imagenes
proyectadas. Se usa una retroproyeccion filtrada y
una reconstruccion iterativa para crear un volumen
tridimensional de los datos proyectados en dos di-
mensiones. La sincronizacion de la imagen de
SPECT con el electrocardiograma se usa normal-
mente para cuantificar la perfusion, el espesor y la
contractilidad miocardicos, asi como otros parame-
tros de la funcién ventricular. La imagen de SPECT
también puede utilizarse para evaluar la viabilidad,
el sustrato metabolico y la muerte celular®, datos
muy importantes a la hora de valorar la eficacia de
la terapia celular y comprender los mecanismos por
los que la terapia celular influye en el tratamiento
de la enfermedad.

Al igual que en las imagenes de PET, la marca-
cion de células para SPECT puede dividirse en téc-
nicas de marcacion directa y con genes informa-
dores. La directa requiere la incubacion de células
con isotopos radiactivos como !'In-oxina; se ha
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Fig. 4. Cartografia endocardica de un
corazon de cerdo 16 dias tras infarto de
miocardio. A: mapa de voltaje con los lu-
gares (puntos negros) de las inyecciones
intramiocardicas guiadas NOGA (Cordis,
Johnson & Johnson) de MSC transfecta-
das con HSV1-tk (flechas blancas en la
zona fronteriza del infarto) y de MSC no
transfectadas (flecha amarilla en la pa-
red posterior no infartada). La viabilidad
normal se representa en azul y rosa. Los
colores amarillo y verde representan una
menor viabilidad en la pared mediodistal
anterior y el rojo representa la inviabili-
dad en el apex cardiaco. B: N amonio;
PET con una imagen de transmision de
corazon de cerdo (en decubito supino)
16 dias después de un infarto agudo in-
dicando un defecto de perfusion en la
pared anterior y el &pex. C: captacion
del trazador ®F-FHBG en los dos puntos
de inyeccion, representando la ubicacion
de las MSC transfectadas 8 h después
de la administracién de las células en el
interior del miocardio (imagen de trans-
mision de PET, cerdo en decubito supi-
no). No se observa actividad en la pared
posterior, donde no se inyectaron MSC
transfectadas. D: imagen de fusion de
RM (en escala de grises) y PET con '8F-
FHBG PET (escala de color) que indica la
acumulacion de trazador sélo donde se
inyectd intramiocardicamente un vector
lentiviral para la expresion transgénica de
la proteina de trifusion renilla luciferasa,
proteina fluorescente roja y timidincinasa

truncada de herpes simple (VI-RL-RFP-tTK-MSC). E: imagen hibrida de PET-TC con "®F-FHBG para localizar las células inyectadas en la pared anterior. F: am-
pliacion de una region de interés de la TC con '8F-FHBG. Reproducido con autorizacion de Gyéngysi et al%. 18F-FHBG: 9-[4-18F-fluoro-3-(hidroximetil)butil]
guanina; MSC: células madre mesenquimatosas; PET: tomografia por emision de positrones; RM: resonancia magnética; TC: tomografia computarizada.

demostrado que éste no afecta a la capacidad proli-
ferativa de las células ni a los marcadores de super-
ficie o intracelulares®®. En general, los radiomar-
cadores para SPECT presentan diversas ventajas
respecto a los trazadores de PET, como una semi-
vida mas larga, una mayor eficiencia de la marca-
cién y una mayor estabilidad®. Las imagenes de
SPECT se han utilizado para monitorizar y rastrear
la distribucion de la terapia con células marcadas
directamente con radionuclidos®. En este estudio,
las MSC se marcaron directamente con ''In (semi-
vida de 67 h) y nanoparticulas de 6xido de hierro.
Las células se administraron por via intravenosa a
perros 3 dias después de provocar infartos de mio-
cardio reperfundidos. Las imagenes de SPECT se
obtuvieron de forma seriada hasta 8 dias después
de la inyeccion. Aunque la captacion inicial tuvo
lugar principalmente en los pulmones, con una re-
distribucion significativa en el higado, en varios de
los animales infartados se observé una captacion
focal y difusa en el corazon (fig. 5), sin que se ob-
servara ninguna deteccion mediante imagenes de
RM. Este estudio demuestra el valor de las ima-
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genes de SPECT para seguir la biodistribucion y el
destino de las células tras su administracion intra-
venosa, y ademas muestra mayor sensibilidad para
visualizar las células marcadas en comparacién con
la RM.

La marcacion con genes informadores para
SPECT se lleva a cabo de forma similar que para
las imagenes PET, sustituyendo simplemente el sus-
trato marcado con un isétopo radiactivo emisor de
foton tnico® %, Por ejemplo, Stodilka et al® usaron
MSC marcadas con '"'In y con un gen informador
introducido mediante transfeccion, que se continud
con la deteccion sistémica de una sonda informa-
dora marcada con "*!I para rastrear las células en
un miocardio infartado de perro. Mediante una téc-
nica de doble is6topo, pudieron corregir efectos fi-
sicos tales como intercomunicacion, dispersion y
atenuacion, realizando posteriormente una evalua-
cion cuantitativa de la expresion celular. En otro
estudio, la proteina transportadora de yoduro de
sodio (NIS) fue transducida al interior de células
madre procedentes de tejido cardiaco usando vec-
tores lentivirales, y se utilizaron *“*TC (SPECT) y



Fig. 5. Representaciones de volumen fun-
dido de tomografias por emision de foton
(inico (rojo) con tomografias computari-
zadas (gris) de un perro inmediatamen-
te (A), 24 h (B) y 5 dias (C) después de
la administracion intravenosa de células
madre mesenquimatosas de médula dsea
marcadas con 111In-oxina. La captacion
inicial (A) tiene lugar predominantemente
en los pulmones y se redistribuye hacia el
bazo y el corazon a las 24 h (B). A los 5
dias de su administracion, las células per-
manecen visibles en el corazon y después
se redistribuyen al higado. Reproducido
con autorizacion de Kraitchman et al®?.

14T (PET) para detectar y localizar las células madre
in vivo™.

Puesto que las imagenes de PET y SPECT no
captan necesariamente la anatomia, a menudo se
combinan con otras técnicas de obtencién de ima-
genes como TC o RM para localizar mejor los re-
sultados. Recientemente, la comunidad cientifica y
las empresas han comenzado a integrar estas ima-
genes de medicina nuclear con las imagenes de TC y
RM para obtener las imagenes de forma mas pre-
cisa. Asimismo, las imagenes anatémicas pueden
utilizarse para corregir la atenuacién y propor-
cionar asi una cuantificacion mas precisa de la acti-
vidad metabdlica.

CONCLUSIONES

Las técnicas no invasivas de obtencion de ima-
genes cardiovasculares tales como ecocardiografia,
RM, TC, PET y SPECT resultan de un valor inesti-
mable en la investigacion basica. Al presentar su
potencial en el contexto de su aplicacion a las tera-
pias celulares, esta revision no ha pretendido pro-
fundizar en el conjunto de todas sus posibilidades,
aunque podria servir de marco para comenzar a en-
tender su importancia. Por otra parte, hay que des-
tacar que ya existen o se vislumbran muchas otras
técnicas no invasivas que prometen seguir impul-
sando la utilidad de las técnicas de imagen en la in-
vestigacion bésica’'.
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