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DESCRIPCION
Método de obtencion de imagenes de la funcion metabdlica
La presente invencion se refiere a un método para obtener imagenes de la funcién metabdlica en un organismo.
Antecedentes de la invencién

La MRI (obtencion de imagenes por resonancia magnética) es una técnica de obtencion de imagenes basada en el
fendmeno de la resonancia magnética nuclear. La obtencion de imagenes por resonancia magnética funcional (fMRI) es
una variacion de la obtenciéon de imagenes por resonancia magnética que puede usarse para el analisis y la evaluacion
de la funcién cerebral. La funcién cerebral consume una gran cantidad de energia y esto se proporciona casi
exclusivamente por la oxidacion de la glucosa. Por lo tanto, la funcion cerebral depende de la glucosa y el oxigeno, que
se proporcionan por la sangre circulante. Estas caracteristicas se han explotado para estudiar la funcién cerebral en un
cuerpo vivo.

La técnica de MRI funcional se basa en el principio fisioldgico de que cuando las células nerviosas estan activas,
consumen el oxigeno transportado por la hemoglobina en los glébulos rojos. En respuesta, se dilatan los pequefios vasos
sanguineos en el area y aumenta el flujo sanguineo a las areas de mayor actividad neuronal. Esto suministra una gran
cantidad de sangre oxigenada al area.

El oxigeno transportado por la sangre se une a la proteina hemoglobina. Las propiedades magnéticas de la hemoglobina,
la hemoglobina oxigenada (oxihemoglobina) y la hemoglobina desoxigenada (desoxihemoglobina) se demostraron hace
tiempo desde 1936". La sefial de resonancia magnética (MR) de la sangre se modula por la relacion de la oxihemoglobina
y la desoxihemoglobina. Muchas décadas después se mostré esta propiedad en cuerpos vivos y se denominé contraste
"Dependiente del nivel de oxigeno en sangre" (BOLD)?. En fMRI BOLD los cambios en el nivel de oxigeno en la sangre
se observan como cambios de sefial desde la linea de base.

En el método BOLD se explota el hecho de que la oxihemoglobina y la desoxihemoglobina son magnéticamente diferentes.
La oxihemoglobina es diamagnética, mientras que la desoxihemoglobina es paramagnética. Como la desoxihemoglobina
es paramagnética, altera la sefial de la imagen de resonancia magnética ponderada T2*.

Por lo tanto, la desoxihemoglobina se denomina algunas veces como un agente que mejora el contraste enddégeno, y sirve
como la fuente de la sefal para la fMRI. La técnica de fMRI se ha usado ampliamente durante mas de una década para
comprender la funcion cerebral mediante la activacion de diferentes areas del cerebro por estimulos apropiados mediante
el uso de diferentes paradigmas.

Tras la actividad neuronal, aumenta el consumo de oxigeno. Esto resulta en una reduccién correspondiente en la
desoxihemoglobina ya que el aumento en el flujo sanguineo lleva mas oxihemoglobina hacia el area sin un aumento de
magnitud similar en el consumo de oxigeno. Esto provoca un pequefio cambio en el campo magnético, y por lo tanto la
sefial de MRI, en la region activa. Como la desoxihemoglobina es paramagnética, y las moléculas de agua alrededor de
los glébulos rojos se afectan por las distorsiones del campo magnético local resultante, se observa una reduccion del valor
de la sefial de la imagen de resonancia magnética T2* es

La MRI BOLD ha demostrado ser util para obtener imagenes del musculo esquelético por Noseworthy MD y otros en
"BOLD magnetic resonance imaging of skeletal muscle", Seminars in Musculoskeletal Radiology, Thieme Medical
Publishers, Nueva York, Vol. 7, Nim. 4, 2003, paginas 307-315. A pesar de la existencia de tales métodos de obtencion
de imagenes valiosos, permanece la necesidad de técnicas mejoradas para permitir una mejor comprension de la
fisiologia, particularmente para reconocer la disfuncion metabdlica antes de que sea demasiado tarde para aplicar una
intervencion o procedimiento adecuado. Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una técnica de obtencion
de imagenes destinada a ser util en el estudio de tejido viable y la funcion o disfuncién de érganos.

Sumario de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones 1 y 14 y para describirse mas particularmente en lo sucesivo utiliza una
técnica de obtencion de imagenes por contraste del tipo "BOLD" pero adaptada aqui por el uso junto con una prueba de
oxigeno para proporcionar imagenes para la evaluacion de las respuestas metabdlicas del tejido durante un periodo de
tiempo. Este enfoque permite la discriminacion del oxigeno, la desoxihemoglobina y la oxihemoglobina durante un periodo
de tiempo de evaluacion del metabolismo del tejido que no es posible mediante el uso de las técnicas publicadas hasta
ahora. De esta manera, el uso de oxigeno como se contempla en la presente descripcion con la obtencion de imagenes
MRI BOLD puede utilizarse como un marcador bioldgico, que ofrece beneficios en el tratamiento de muchas enfermedades
comunes.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para obtener imagenes de la
funcién metabdlica en un area objetivo de un organismo mediante el uso de imagenes de resonancia magnética por
contraste (MRI), el método que comprende las etapas de:
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i) generar los datos de las imagenes de la linea de base del area objetivo del organismo;

ii) administrar oxigeno a dicho organismo;

iii) generar los datos de las imagenes en respuesta a dicha administracion de oxigeno;

iv) procesar dichos datos de las imagenes para obtener los datos con relacion a las cantidades relativas de
desoxihemoglobina y oxigeno libre presentes en dicha area objetivo después de la administracion del oxigeno, y
correlacionar dichos datos con la funcién metabdlica del area objetivo.

Los datos asi obtenidos pueden proporcionar una medicion semicuantitativa de la desoxihemoglobina que revela la
informacion de la funcién metabodlica. Aqui, a diferencia de la fMRI, tres componentes, oxigeno, desoxihemoglobina, y
oxihemoglobina junto con el tiempo, proporcionan cuatro parametros variables que pueden utilizarse en la evaluacion por
imagenes. Por lo tanto, el oxigeno se utiliza como un marcador biolégico metabdlico (para la presencia de
desoxihemoglobina) en los tejidos objetivo. Por lo tanto, el método puede usarse para producir un mapa metabolico del
area objetivo. El oxigeno administrado al organismo se une a la desoxihemoglobina en el plasma en el area objetivo y la
convierte en oxihemoglobina, lo que da como resultado una sefial de imagen positiva. Una vez que toda la
desoxihemoglobina se satura, el oxigeno administrado restante permanece libre en el plasma, lo que da como resultado
una sefial de imagen negativa. En consecuencia, la presencia de oxigeno libre a bajas dosis de concentracion indica una
baja tasa metabdlica. El cambio en la sefial a lo largo del tiempo permite alcanzar el resultado. Puede ser posible, mediante
la titulacién del suministro de oxigeno, determinar la concentracion de oxigeno requerida para convertir la sefial positiva
en sefial negativa. Esto deberia proporcionar informacion sobre la tasa de metabolismo oxidativo.

El area objetivo puede ser una region de tejido o un érgano.

El oxigeno puede administrarse una vez o como una pluralidad de dosis sucesivas, opcionalmente de concentracion
variable.

Opcionalmente, la cantidad de oxigeno puede administrarse en incrementos crecientes. En este caso, se proporciona un
corto periodo de tiempo entre cada incremento. Alternativamente, la cantidad de oxigeno administrado puede aumentar
linealmente. Una alternativa adicional puede ser la varianza de dosis no lineal.

La administracion de oxigeno puede ser en etapas que incluyen una etapa de bajo nivel, al menos una etapa a un nivel
elevado en comparacion con la etapa de "bajo nivel", y opcionalmente una etapa final de bajo nivel o "fase de reposo".

El oxigeno puede administrarse por inhalacién o por via intravenosa o en combinacion. Cuando se selecciona la via
intravenosa, puede usarse un portador de oxigeno. El portador de oxigeno puede ser un perfluorocarbono o cualquier otro
portador de oxigeno fisiologicamente inerte.

Se conocen varias formas de obtencion de imagenes de susceptibilidad. Los métodos de esta invencion pueden usar
cualquier técnica de susceptibilidad de este tipo disponible en MRI y adecuada para investigar los cambios a la sefial
resultantes de la(s) etapa(s) de la prueba de oxigeno, por ejemplo, puede llevarse a cabo un escaneo de imagen de
resonancia magnética ponderada T2* (O, BOLD).

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de obtencion de imagenes por
resonancia magnética de diagnéstico molecular que comprende las etapas de

a) administrar oxigeno a un paciente mientras se lleva a cabo la obtencidon de imagenes por resonancia magnética;

b) generar imagenes del area objetivo de interés del cuerpo del paciente antes, durante y después de la administracion
de oxigeno;

c) procesar dichas imagenes para obtener los datos con relacion a las cantidades relativas de desoxihemoglobina y
oxigeno libre en dicha area objetivo después de la administracion de oxigeno, dichos datos que son indicativos de la
funcién metabdlica de dicha area objetivo y son utiles en el diagndstico de la enfermedad. El area objetivo puede ser un
tejido o un érgano.

El oxigeno puede administrarse una vez o como una pluralidad de dosis sucesivas, opcionalmente de concentracion
variable. El oxigeno puede administrarse por inhalacién o por via intravenosa o en combinacion. Cuando se selecciona la
via intravenosa, puede usarse un portador de oxigeno. El portador de oxigeno puede ser un perfluorocarbono o cualquier
otro portador de oxigeno fisiolégicamente inerte.

La evaluacion de la sefial supone que la linea de base surge desde la sefial para la desoxihemoglobina que se produce
una vez que el oxigeno se utiliza en el metabolismo. La desoxihemoglobina reduce la sefial ya que es paramagnética,
pero la oxihemoglobina no es paramagnética. Entonces, cuando el oxigeno se une a la desoxihemoglobina para formar
la oxihemoglobina, dicha conversion se manifiesta a si misma como un cambio de sefial en el sentido de que la conversion
a la oxihemoglobina es reconocible como un aumento en la sefial.

Descripcion de los dibujos

La presente invencion se describira ahora, a manera de ejemplo solamente, con referencia a los dibujos acompafiantes,
en los cuales:
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La Figura 1 es un grafico y una imagen de resonancia magnética O,T2* obtenida a partir de una rata normal que muestra
la trayectoria temporal de la sefial de tiempo y la imagen.

La Figura 2 es un grafico que muestra una trayectoria temporal tipica de una imagen de resonancia magnética O,T2* de
un voluntario humano.

La Figura 3 contiene imagenes de resonancia magnética O,T2* que muestran sefiales de imagenes de resonancia
magnética O,T2* positivas y negativas.

La Figura 4 contiene imagenes de resonancia magnética O,T2* que visualizan el nucleo rojo a tres tasas de oxigeno
diferentes.

La Figura 5 es una imagen de resonancia magnética O,T2* de un modelo animal de derrame cerebral oclusivo (infarto de
la MCA derecha de la rata).

La Figura 6 es una imagen de resonancia magnética O,T2* de un modelo animal de derrame cerebral oclusivo (infarto de
la MCA derecha de la rata) superpuesto en el mapa ADC con umbral.

Modos para el funcionamiento de la invencién

En una modalidad general del método, se administran cantidades variables de oxigeno a un organismo mientras se
monitorea la susceptibilidad magnética, por ejemplo, se lleva a cabo el escaneo de imagen de resonancia magnética
ponderada T2* (O.T2*). El oxigeno puede administrarse por inhalaciéon mediante el uso de una mascara facial o por via
intravenosa mediante el uso de un portador de oxigeno, o en combinacion. Los tejidos que son metabdlicamente activos
utilizan oxigeno, lo que resulta en la formacion de la desoxihemoglobina.

En el método de la presente invencion, el oxigeno unido al plasma adicional (o unido al portador de oxigeno) se une a la
desoxihemoglobina y la convierte en oxihemoglobina, lo que cambia la sefal a positiva. En los tejidos con bajo
metabolismo, se unira toda la desoxihemoglobina disponible, lo que deja algo de oxigeno libre restante durante la prueba
de oxigeno. Este oxigeno libre es paramagnético y reduce la sefial a un valor negativo. En dependencia de la actividad
metabodlica del tejido u érgano que se examina, se observara un cambio pronunciado en la sefal, especificamente un
cambio de una sefal positiva a una sefial negativa, con un aumento en el suministro de oxigeno (titulacién) y se usa para
producir un mapa metabdlico semicuantitativo del tejido u érgano.

Al tener en cuenta ahora los tejidos que son hipermetabdlicos, es decir, la produccion de mas desoxihemoglobina, estos
tejidos produciran un cambio positivo mas fuerte con el oxigeno debido al punto inicial de partida mas bajo de la linea de
base de la sefial (mas desoxihemoglobina). El aumento de la sefial con relacion al tejido circundante permitira que estos
tejidos se discriminen del tejido normal.

En tejidos sin metabolismo (es decir, tejido muerto) no habra desoxihemoglobina para convertirse en oxihemoglobina.
Entonces, los cambios de sefial O,T2* detectados a partir de dichos tejidos seran negativos debido a la presencia del
suministro extra de oxigeno paramagnético.

La observacion de la variacion de la imagen de susceptibilidad magnética, por ejemplo, el monitoreo de la sefial de imagen
de resonancia magnética O,T2* como resultado de la alteracion de la cantidad de oxigeno suministrado durante el
escaneo puede usarse para estratificar el tipo de tejido, o estudiar la salud del tejido u 6rgano y diagnosticar una variedad
de patologias.

Los estudios se llevaron a cabo mediante el uso de ratas y voluntarios humanos con vistas a demostrar el uso del método
en la tipificacion de tejidos basado en la funcion metabdlica.

Estudio 1

Las ratas macho Sprague-Dawley adultas se anestesiaron inicialmente con 4-5 % de halotano en una camara de
induccion. Después los animales se traqueotomizaron y ventilaron artificialmente (Ugo Basile modelo 7025, Comerio,
Italia) con una mezcla de 6xido nitroso y oxigeno (70/30). La anestesia se mantuvo con halotano (1,5-2 %) durante toda
la cirugia y las adquisiciones de MRI. La temperatura corporal se monitoreé continuamente a través de un termopar rectal
y se mantuvo a 37 °C. Se colocaron catéteres de polietileno en ambas arterias femorales para monitorear continuamente
la presiéon sanguinea (Biopac MP150, Biopac Systems, Goleta, CA (EE. UU.)) y para evaluar el analisis de gases en
sangre (Rapidlab 248, Bayer Diagnostic Europe). Los datos de las imagenes de resonancia magnética se adquirieron en
un sistema Bruker Biospec 7T/30 cm equipado con una bobina de gradiente insertada (121 mm ID, 400mT/m) y un
resonador de jaula de 72 mm (Bruker, Ettlingen, Alemania) que se us6 solamente para la transmision de radiofrecuencia.
Después de la cirugia, los animales se colocaron boca abajo en una cuna para ratas y las sefiales de MR se midieron
mediante el uso de una bobina de superficie lineal (20 mm de diametro) colocada por encima de la cabeza del animal. La
temperatura corporal se mantuvo entre 36,5 y 37,5 °C mediante el uso de una manta de agua. Un Flash-2D T2* (TE: 21,4
ms, TR: 317,7 ms, matriz: 128 x 128, FOV: 25 x 25 mm, 40 repeticiones, 40s/repeticion, en 8 cortes contiguos de 1 mm
de grosor) con la misma geometria que se adquirio el escaneo de difusion. La prueba de oxigeno se hizo durante este
escaneo con un paradigma de 5 minutos con 30 % de oxigeno, 5 minutos con oxigeno al 100 % y un periodo final de
"reposo” de 15 minutos con 30 % de oxigeno. Los datos se transfirieron luego a una estacion de trabajo y se procesaron
mediante el uso de FSL, que es un programa estadistico para analizar imagenes.
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La obtencion de imagenes BOLD de la prueba de oxigeno para la evaluacion del metabolismo se muestra en la Figura 1.
Se demostro un aumento de la sefial entre 5-6 % cuando se administro oxigeno. La sefial vuelve a la linea de base cuando
se detiene la administracion de oxigeno. Esto se debe a que el oxigeno libre dentro del plasma se une a la
desoxihemoglobina y, por lo tanto, la convierte en oxihemoglobina. La diferencia en las propiedades magnéticas da como
resultado el aumento de la sefial, que vuelve a la linea de base una vez que no hay mas oxigeno libre disponible para
convertir la desoxihemoglobina en oxihemoglobina.

Estudio 2

Se realizé un estudio similar mediante el uso de un modelo humano en lugar de un modelo animal. En el voluntario humano
normal, se encontré que el procedimiento descrito en el Estudio 1 era mucho mas simple ya que se administré oxigeno al
100 % a través de una mascara facial a tasas de 7 litros/min, 11 litros/min y 15 litros/min. El sujeto se escaned en un
escaner de 3 Tesla mediante el uso de una bobina de cabezal de ocho canales y una secuencia ecoplana (FOV: 24 cm,
matriz: 128x128, TR: 3 seg, TE: 30 ms, angulo de inclinacion: 90 grados). La prueba de oxigeno se hizo durante este
escaneo con un paradigma de 3 minutos con aire, 5 minutos con oxigeno al 100 % y otro periodo de 3 minutos con aire.
Los datos se transfirieron luego a una estacion de trabajo y se procesaron mediante el uso de FSL, que es un programa
estadistico para analizar imagenes.

Se demostraron cambios similares al modelo de ratas en el voluntario humano normal (como se muestra en la Figura 2).
En el voluntario humano se demostré ademas la estratificacion de tejidos cerebrales con tasas diferentes de metabolismos
al variar la cantidad de oxigeno (como se muestra en la Figura 3). Las respuestas BOLD positivas y negativas se muestran
en la Figura 4, lo que sugiere que es posible la estratificacion de la oxigenacion de tejidos. La resolucion espacial también
fue buena, ya que podria visualizarse el nucleo rojo que tiene una tasa metabdlica mas alta que la sustancia blanca
circundante (como se muestra en la Figura 4). La visualizacion del nucleo rojo a tres tasas de flujo de oxigeno diferentes
se muestra en la Figura 4. El tejido que cambia de sefial positiva a negativa sugiere una actividad metabdlica intermedia.

Los estudios descritos anteriormente demuestran que el método puede usarse para estratificar tejidos con diferentes
niveles de metabolismo y actuar asi como un marcador metabdlico. La base subyacente es simple, es decir, los tejidos
que son metabdlicamente activos usan oxigeno, lo que resulta en la formacion de la desoxihemoglobina. Los tejidos con
diferentes tasas metabdlicas produciran diferentes cantidades de desoxihemoglobina. El oxigeno adicional suministrado
con la prueba, se une a la desoxihemoglobina y la convierte en oxihemoglobina, lo que da como resultado un cambio en
la sefial (positiva). Una vez que toda la desoxihemoglobina se convierte en oxihemoglobina, en algunos tejidos con bajo
metabolismo, quedara algo de oxigeno libre, lo que resulta en una sefial negativa (el oxigeno es paramagnético y reducira
la sefial). Por lo tanto, los tejidos con una tasa metabdlica mas baja tendran menos desoxihemoglobina y en estos tejidos
habra oxigeno libre a tasas de flujo de oxigeno mas bajas que los tejidos que son metabdlicamente mas activos. Por lo
tanto, al variar la cantidad de oxigeno con las imagenes T2*, los tejidos pueden estratificarse segun su metabolismo.

El método descrito en la presente descripcion proporciona un paradigma de escaneo que permitira medidas
semicuantitativas del metabolismo cerebral. Este paradigma requiere la variacién del oxigeno inspirado durante el
procedimiento de escaneo. Esto tomara la forma de la administracion de multiples niveles estables de concentracion de
oxigeno, tipicamente en una base incremental, o niveles de concentracién de oxigeno que varian constantemente (por
ejemplo, el aumento o la disminucién lineal del nivel de concentracion). Mediante el analisis de la variacion de la sefial
T2* con los niveles cambiantes del oxigeno administrado, es posible producir mapas metabdlicos semicuantitativos.

El oxigeno puede administrarse a través de una mascara facial. Esta técnica es facil y generalmente aceptable para los
pacientes. Sin embargo, un problema técnico con esta via de administracion de oxigeno es que puede dar como resultado
artefactos de gran susceptibilidad en los lI6bulos temporal inferior y frontal inferior, debido al reemplazo de aire dentro de
los senos paranasales con oxigeno paramagnético (Figura 4). Por lo tanto, los I6bulos temporal inferior y frontal inferior
no siempre pueden evaluarse mediante el suministro de oxigeno a través de la via oronasal. Ademas, es dificil ajustar la
cantidad de oxigeno administrado por una mascara. Incluso si al paciente se le administra oxigeno al 100 % a través de
la via de inhalacion, los niveles de plasma sanguineo solamente aumentan en un 5-6 %. En consecuencia, el cambio de
sefial observado en respuesta es ademas relativamente pequefio. Por lo tanto, seria ventajosa otra via de administracion
de oxigeno para evitar este problema. El uso de la via intravenosa para la administracion de medicamentos es rutinario
en la practica clinica e ideal para este requisito. Se conocen productos de reemplazo de sangre o expansores de sangre
que incluyen portadores de oxigeno que ofrecen la capacidad de suministrar oxigeno para su liberacién a los tejidos. Se
prevé que cualquier agente portador de oxigeno adecuado, que pueda administrarse por via intravenosa, podria
considerarse con el fin de proporcionar una alternativa a la via oronasal. Un tipo particular de portador de oxigeno que se
considera adecuado para este fin serian los compuestos quimicos perfluorados.

Los compuestos quimicos perfluorados son moléculas sintéticas quimicamente inertes que consisten principalmente en
atomos de carbono vy fluor, y son liquidos transparentes e incoloros. Tienen la capacidad de disolver fisicamente
cantidades significativas de muchos gases, que incluyen el oxigeno y el diéxido de carbono. En la actualidad, se usan
comunmente como "sustitutos de la sangre" durante la cirugia. Los compuestos quimicos perfluorados son hidréfobos vy,
por lo tanto, no pueden mezclarse con agua. Por lo tanto, los compuestos quimicos perfluorados deben emulsionarse
para el uso intravenoso. Con tecnologia sofisticada, es posible generar una emulsion de perfluorocarbono estable con
particulas excepcionalmente pequefias (diametro mediano < 0.2 ym) (Keipert PE 10). Las caracteristicas de transporte
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de oxigeno de las emulsiones de perfluorocarbono son fundamentalmente diferentes de las de la sangre. Las emulsiones
de perfluorocarbono se caracterizan por una relacion lineal entre la presién parcial de oxigeno y el contenido de oxigeno,
a diferencia de la sangre que presenta una curva de disociacion de oxigeno sigmoidea (Keipert PE 10). Por lo tanto, la
capacidad de transporte de oxigeno es directamente proporcional al PO, y esto significa que la cantidad de oxigeno
transportado por los perfluorocarbonos puede variar mediante la variacion del PO,. Las caracteristicas de transporte de
oxigeno y la capacidad de variar la capacidad de transporte de oxigeno, hacen que los perfluorocarbonos sean ideales
para usar como un agente para transportar el oxigeno en el presente método. Ya que puede variar la capacidad de
transporte de oxigeno, puede obtenerse la estratificacion de los tejidos basado en sus tasas metabdlicas. La via
intravenosa se usa de forma rutinaria en la practica clinica y no provocara que los artefactos se vean cuando se administra
oxigeno mediante el uso de una mascara facial.

El primer perfluorocarbono usado como un compuesto para transportar y suministrar oxigeno fue Fluosol™, aprobado en
1989 por la FDA. Sin embargo, este producto fabricado por Green Cross debe congelarse para su almacenamiento y
descongelarse antes de su uso. Un producto alternativo Oxygent™ no esta congelado, sino que esta en una forma lista
para usar.

Se espera que cualquier perfluorocarbono o portador de oxigeno fisioldgicamente inerte adecuado comercialmente
disponible, y cualquiera de estos, u otros que aun pueden estar disponibles, pueden usarse para el propdsito de suministro
de oxigeno en el presente método.

El PO, de aire a presiéon atmosférica normal es 160 mm de Hg y el porcentaje de oxigeno es 21 %. Esto significa que a
medida que el perfluorocarbono pasa a través de los pulmones, el oxigeno se uniria a este y la cantidad de oxigeno dentro
del bolo de perfluorocarbono podria ser de hasta 21 % (en dependencia del grado de mezcla de la sangre y el agente que
tenga lugar). Dado que la union del oxigeno a los perfluorocarbonos es de 1:1, si el oxigeno inhalado aumenta al 30 %,
el transporte de oxigeno del perfluorocarbono podria ser de hasta el 30 % y los aumentos adicionales darian como
resultado un aumento correspondiente.

La via intravenosa con perfluorocarbono intravenoso resulta en una concentracion de O, de hasta el 21 % en comparacion
con la via inhalatoria sola que alcanza aproximadamente el 3-4 %. Sin embargo, las concentraciones de oxigeno pueden
aumentar aun mas por la inhalacion de concentraciones mas altas de O; durante la inyeccion intravenosa de los
perfluorocarbonos. En concentraciones de hasta 60 % de oxigeno, los artefactos no estan presentes debido al efecto
paramagnético del oxigeno libre dentro de las cavidades nasales y/o los senos paranasales. Por lo tanto, en una
modalidad, el método se lleva a cabo mediante la inyeccion intravenosa de un compuesto portador de oxigeno mientras
el paciente respira aire. Sin embargo, si es necesario, puede aumentarse la concentraciéon de aire para hacer que la
prueba sea mas sensible, mediante la administracion de mayores concentraciones de oxigeno a través de la inhalacion.

Un método adecuado para realizar un escaneo de imagenes de resonancia magnética O,T2* ilustrativo de la invencion
comprende:

1) El paciente se coloca en un escaner de MRI

2) Comienza el escaneo ponderado T2*. Esta secuencia recolecta los escaneres cerebrales completos (o de cualquier
otra parte del cuerpo bajo investigacion), repetidamente a lo largo del estudio, lo que resulta en una cantidad de volimenes
que proporcionan informacién temporal. Este escaneo se ejecuta continuamente hasta que se completa la etapa 8.

3) El escaneo continda durante un tiempo especifico sin ningin medio de inyeccion o inhalacion de oxigeno. Esto
proporciona los datos de la linea de base para el analisis de imagenes en el futuro.

4) Se inyecta una cantidad especifica de marcador biolégico metabdlico a una tasa especifica.

5) En dependencia del protocolo particular, el paciente puede o no inhalar oxigeno a una presion parcial aumentada
durante la inyeccion y durante un periodo corto después de la inyeccion.

6) Después de la inyeccion (y la inhalacion, si es necesario), se realiza un periodo sin inyeccion o inhalacion de oxigeno,
lo que proporciona mas datos de linea de base y permite que el marcador biolégico metabdlico se diluya dentro del sistema
cardiovascular.

7) En dependencia del protocolo, las etapas 4 y 5 se repiten ya sea con una cantidad diferente de marcador bioldgico, un
tiempo de inyeccion diferente o una presion parcial diferente del oxigeno inhalado. Es posible que puedan variar mas de
uno de estos parametros en cualquier momento.

8) En dependencia del protocolo, las etapas 4 - 7 se repiten un ndmero especifico de veces, cada vez con variaciones
especificas en los parametros descritos en la etapa 7.

9) Los datos de este escaneo se analizan mediante el uso del software de analisis de imagenes para proporcionar medidas
cuantitativas o cualitativas de la actividad metabodlica oxidativa dentro de los tejidos que se escanean.

10) Opcionalmente, puede ser posible ademas seguir el paso de los compuestos quimicos perfluorados oxigenados para
proporcionar informacion de la perfusion de tejidos. Esto requeriria que los compuestos quimicos perfluorados se
inyectaran mediante un método de bolo.

Las cantidades del medio de inyeccion y/o inhalacién de oxigeno pueden ser cualquiera de los siguientes protocolos
ilustrativos (A-E mas abajo), cada uno de los cuales puede tomar hasta un minuto, y pueden repetirse opcionalmente o
usarse en secuencia. Si se requieren repeticiones, estas pueden separarse opcionalmente de uno a varios minutos,
preferentemente 1-2 minutos de diferencia.
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Administracion de oxigeno:

A. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml, al respirar aire. El oxigeno transportado
por el perfluorocarbono seria de hasta 21 % y la cantidad de oxigeno libre en la sangre es casi 0, por lo que la diferencia
seria de hasta 21 %.

B. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml, al respirar 30 % de oxigeno. El oxigeno
transportado por el perfluorocarbono seria de hasta 30 % y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria de
aproximadamente 1,3 %. La diferencia entre estos dos seria aproximadamente 30 %-1,3 %=28,7 %.

C. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml y respirar 40 % de oxigeno. El oxigeno
transportado por el perfluorocarbono seria de hasta 40 % y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria de
aproximadamente 2,6 %. La diferencia entre estos dos seria aproximadamente 40 %-2,6 %=37,4 %.

D. La cantidad de inyeccién de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml y respirar 50 % de oxigeno. El oxigeno
transportado por el perfluorocarbono seria de hasta 50 % y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria de
aproximadamente 3,9 %. La diferencia entre estos dos seria aproximadamente 50 %-3,9 %=46,1 %.

E. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml y respirar 60 % de oxigeno. El oxigeno
transportado por el perfluorocarbono seria de hasta 60 % y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria de
aproximadamente 5,2 %. La diferencia entre estos dos seria aproximadamente 60 %-5,2 %=54,8 %.

Cualquiera de las etapas anteriores (A -E) podria tomar hasta un minuto. Sin embargo, para la mayoria de los examenes,
solo se requeriria una de dichas etapas de administracion de oxigeno, de manera que la recoleccién completa de datos o
el examen de diagnostico podria completarse en un minuto. En algunas situaciones clinicas, puede ser necesaria mas de
una repeticion, pero es poco probable que pueda obtenerse un gran beneficio al exceder 10 repeticiones. No hay un
periodo de tiempo tedrico para esperar entre repeticiones, si esto se considera deseable, un breve retraso no interferiria
con el procedimiento, y en la practica puede ser del orden de 1-2 minutos.

Ademas de ser util para modelar la funcion metabdlica de los tejidos, el método descrito puede usarse para evaluar la
funcién metabdlica de tejidos y 6rganos normales y enfermos. Estos pueden compararse para ayudar en el diagnostico
de los estados de enfermedades y el andlisis de los estados de tejidos y 6rganos. Debido a la aplicabilidad general del
método, los tipos de enfermedades que pueden investigarse y diagnosticarse no estan limitados, pero con fines ilustrativos
pueden incluir incidentes isquémicos tales como derrame cerebral; epilepsia; demencia, que incluye la enfermedad de
Alzheimer; esclerosis multiple; cancer y enfermedad cardiaca.

Derrame cerebral

Se realizé un estudio piloto sobre un modelo animal de derrame cerebral oclusivo para demostrar la penumbra isquémica
en el derrame cerebral mediante el uso de la técnica novedosa descrita (Figuras 5y 6). Las Figuras 5 y 6 son imagenes
de resonancia magnética O,T2* obtenidas a partir del infarto de la MCA derecha de la rata, superpuestas sobre el mapa
de coeficiente de difusién aparente (ADC) con umbral en la Figura 6. La flecha A en la Figura 6 apunta a la penumbra
isquémica.

El derrame cerebral es la tercera causa mas comun de muerte y la mayor causa de discapacidad grave. El costo para la
sociedad también es muy alto y el costo promedio por paciente en Europa es de aproximadamente 15,000 euros por
paciente durante el primer afio. Las estrategias terapéuticas para tratar el derrame cerebral tienen como objetivo limitar
la isquemia cerebral mediante la reperfusion temprana y la interferencia con la cascada patobioquimica que conduce a la
muerte celular isquémica (Heiss y otros®). La terapia solamente puede ser efectiva si hay tejido cerebral viable y
potencialmente rescatable. El término "penumbra isquémica" se usa para definir este tejido cerebral viable (Baron J4,
Benard Schaller®). Lo ideal seria estratificar el tejido lesionado a lo largo de las dimensiones hemodinamicas, funcionales
y metabolicas (Hakim AME). La ventana de tiempo potencial para las diversas opciones de tratamiento es variable, ya que
la penumbra puede durar hasta 48 horas en algunos pacientes (Heiss WD y Marchal ME?®). La ventana de tiempo para
iniciar los tratamientos basados en la reperfusion es muy corta (medidas tromboliticas), mas larga para la neuroproteccion
y mas larga aun para las medidas antioxidantes y antiapoptdéticas. Para todas estas opciones de tratamiento, primero es
necesario establecer la presencia y la extension de la penumbra. La obtencion de imagenes es la unica forma directa de
evaluar la penumbra. La obtencién de imagenes de tomografia por emision de positrones (TEP) se considera el estandar
de referencia para la evaluacion de los cambios patofisiolégicos en el derrame cerebral temprano (Baron JC 4). Sin
embargo, su uso en la practica clinica no es practico, ya que es complejo, costoso y no esta disponible facilmente.

Un estudio piloto que usa un modelo de ratas ha mostrado tejidos que responden a la prueba de oxigeno dentro de la
anomalia de DW a las dos horas y tres horas después de la oclusion. La anormalidad de DW observada después de la
oclusion vascular contiene ademas la Penumbra®. Por lo tanto, los tejidos dentro de los limites de ADC, que respondieron
en un curso de tiempo similar al de los tejidos normales a la prueba de oxigeno, son metabdlicamente activos y asi podrian
ser la penumbra isquémica.

También se realizé un estudio piloto en pacientes con derrame cerebral y sugiere que la técnica es facil de traducir en
esta situacion clinica.
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Epilepsia

La epilepsia o ataques recurrentes es una afeccidén comun con una prevalencia de aproximadamente 1:130 en el Reino
Unido. La mayoria de las epilepsias en adultos son focales. Alrededor del 30 % no se somete a un control satisfactorio
mediante el uso de tratamiento farmacolégico y se considera cada vez mas el tratamiento quirirgico. En estos casos, es
muy importante identificar el foco de ataque para la cirugia. Los pacientes se investigan antes de la cirugia con EEG, MRI
estructural, SPECT y PET. El EEG se usa para detectar la actividad eléctrica anormal generada por el foco de ataque.
Sin embargo, los estudios de EEG de superficie no pueden localizar con precision la anormalidad dentro del cerebro. No
obstante, esto puede hacerse mediante la colocacion de electrodos en el cerebro, aunque esto conlleva riesgos debido a
la naturaleza invasiva de la técnica. Los estudios han demostrado un metabolismo alterado dentro del foco de ataque.
Durante el ictus hay un aumento del metabolismo y el flujo sanguineo, y esto se reduce después de la ictalicia. Por lo
tanto, las técnicas con la capacidad de demostrar anatdmicamente el flujo sanguineo alterado tal como la SPECT, y el
metabolismo alterado tal como la PET 18FDG, se usan ademas para demostrar el foco de ataque. Sin embargo, los
principales inconvenientes, comunes a ambas de estas técnicas, son el uso de radioisétopos y una resolucion espacial
relativamente limitada. Ademas, el costo de los escaneos PET es muy alto.

Mediante el uso del método descrito anteriormente, los inventores creen que podrian demostrar de manera no invasiva el
foco de ataque. Las ventajas de la MRI son que no usa la radiacién ionizante, tiene una mayor resolucion espacial, es
ubicua y tiene un costo menor que la PET. Otro estudio piloto se realiza mediante el uso de esta técnica en pacientes con
epilepsia seleccionados.

Demencia

La demencia, una disfuncion cerebral progresiva, conduce a una restriccion gradualmente creciente de las actividades
diarias. La demencia no solo afecta a los pacientes, sino ademas a los que los rodean, ya que la mayoria de los pacientes
requieren cuidado a largo plazo. El tipo de demencia mas conocido es la enfermedad de Alzheimer. La sociedad de
Alzheimer estima que actualmente hay mas de 750,000 personas en el Reino Unido con demencia. Las teorias actuales
sobre la patogenia de los signos y sintomas cognitivos de la enfermedad de Alzheimer atribuyen algunos de ellos a una
deficiencia de neurotransmision colinérgica. El hidrocloruro de donepezil, un farmaco usado en la enfermedad de
Alzheimer, se postula para ejercer su efecto terapéutico al aumentar la funcién colinérgica y mejorar el funcionamiento
cognitivo en pacientes durante un afio. Este tratamiento farmacoldgico es costoso y hay muchas otras causas de
demencia, para las cuales este tratamiento no es efectivo. Por lo tanto, el diagnéstico de esta afeccion es importante y
esto se logra actualmente mediante el uso de escaneos SPECT o PET, que muestran un flujo sanguineo y un metabolismo
reducidos en los lébulos temporales y parietales del cerebro. Se postula que este patron especifico podria detectarse
ademas mediante la prueba de oxigeno con imagenes BOLD.

Esclerosis multiple

Se cree que la esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune que afecta el sistema nervioso central (CNS). El CNS
consiste en el cerebro, la médula espinal y los nervios 6pticos. Alrededor y protegiendo las fibras nerviosas del CNS hay
un tejido graso llamado mielina, que ayuda a las fibras nerviosas a conducir los impulsos eléctricos. La mielina no sélo
protege las fibras nerviosas, sino que hace posible la conduccion. Cuando se destruye o dafia la mielina o la fibra nerviosa,
se interrumpe la capacidad de los nervios para conducir los impulsos eléctricos hacia y desde el cerebro, y esto produce
los diversos sintomas de la esclerosis multiple. Los escaneos de MRI son la forma mas sensible de detectar las lesiones
en la esclerosis multiple. Sin embargo, los escaneos de MRI sencillos no pueden diferenciar las lesiones activamente
inflamadas de las lesiones curadas mas antiguas. Los escaneos mejorados con gadolinio pueden demostrar las lesiones
activamente inflamadas ya que se interrumpe la barrera hematoencefalica. Dado que el metabolismo de una lesién activa
seria diferente de las lesiones curadas mas antiguas, se postula que la prueba de oxigeno con imagenes BOLD podria
demostrar las lesiones activamente inflamadas sobre esta base.

Cancer

Mas de 270,000 nuevos pacientes se diagnostican con cancer anualmente en el Reino Unido. La obtencion de imagenes
de corte transversal mediante el uso de MRI y CT, actualmente tiene un papel central para el tratamiento de pacientes
con enfermedades malignas. Este papel incluye el diagndstico inicial y la estadificacion, la monitorizacion de la respuesta
al tratamiento y el reconocimiento de las complicaciones. El uso del tamafio como un criterio de implicacion nodal linfatica
tiene sus limitaciones. Los tejidos tumorales tienen un mayor nivel de metabolismo y esto se ha usado para detectar la
diseminacion del cancer dentro de los ganglios linfaticos, mediante el peinado de escaneos de CT estructurales con PET
18FDG. Se cree que la técnica descrita anteriormente demostrara tejidos que son metabdlicamente diferentes, y con los
escaneos de MRI estructurales de alta resolucion, puede reemplazar el cancer de estadificaciéon de PET-CT. Esto tendra
un impacto no soélo en los costos sino ademas en la capacidad de entregar los resultados rapidamente, ya que los
escaneres de MRI son ubicuos y la técnica sera facil de traducir clinicamente. Ya que la obtencion de imagenes de MRI
no usa radiacion ionizante, la respuesta del tratamiento puede monitorearse mas de cerca, ya que no hay limitaciones en
el nimero de veces que el paciente o los intervalos de tiempo antes de que pueda repetirse la obtencidon de imagenes.
Por lo tanto, el presente método podria usarse para estadificar canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmén,
canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios, linfoma y melanoma. Esta capacidad para monitorear el desarrollo
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o la progresion del cancer desde un tumor primario hasta la metastasis al apuntar a un tejido en particular (por ejemplo,
los ganglios linfaticos) u 6rganos (por ejemplo, el higado) es un desarrollo significativo en el cuidado de los pacientes con
cancer. El método puede usarse ademas para diferenciar la recurrencia tumoral de la necrosis tumoral en los gliomas
cerebrales.

Imagenes cardiacas

En el Reino Unido, 140,000 personas mueren cada afo por enfermedades cardiacas. El estrechamiento de las arterias
coronarias puede resultar en un suministro insuficiente de sangre al corazén, especialmente en momentos de estrés fisico
o emocional. El estrechamiento de las arterias se debe a la deposicién de las placas de colesterol en la pared interna de
la arteria. La falta de sangre oxigenada debido a la enfermedad de la arteria coronaria hace que el musculo cardiaco entre
en el metabolismo anaerdbico, lo que produce un dolor parecido a un calambre conocido como angina. La falta de oxigeno
durante mas de un periodo corto provoca isquemia y/o muerte de las células musculares. La angiografia coronaria por
tomografia computarizada (CTCA) es una técnica para la deteccién no invasiva del estrechamiento de un vaso sanguineo
(estenosis coronaria). La CTCA es una herramienta excelente para descartar una enfermedad arterial coronaria relevante,
pero no todas las placas o lesiones de las arterias coronarias causan una reduccion significativa del flujo sanguineo al
corazoén. La obtencién de imagenes de perfusion del miocardio (flujo sanguineo) mediante el uso de una tomografia
computarizada de emision de un tnico fotéon (SPECT) es un método establecido para evaluar la importancia fisioloégica de
las lesiones coronarias en pacientes con dolor de pecho. Mediante la combinacién de estas dos modalidades de obtencién
de imagenes del corazén se ha proporcionado informacién tanto anatdomica como fisiolégica para un mejor tratamiento de
la isquemia cardiaca. Ahora la MRI cardiaca puede proporcionar ademas una imagen precisa del corazén. Esta puede
capturar los latidos del corazén en tiempo real al generar imagenes de hasta 50 fotogramas por segundo en una secuencia
activada por una maquina de electrocardiograma (EKG). Estas capacidades nos permiten ver las arterias coronarias con
suficiente detalle para determinar si han ocurrido la acumulacién de placa o bloqueos. La MRI cardiaca puede determinar
ademas la extension del dafio muscular después de un ataque cardiaco, ya que la MRI tiene un buen contraste de los
tejidos blandos y asi puede identificar las diferencias sutiles entre los musculos cardiacos normales y anormales. Sin
embargo, esta informacion aun es solo estructural. Idealmente, se requeriria informacion que pudiera estratificar los tejidos
afectados sobre la base de la funcion. Los tejidos cardiacos que son funcionalmente activos tendran un metabolismo mas
alto y, por lo tanto, las imagenes del corazén mediante el uso del método actual pueden estratificar los tejidos que son
normales, isquémicos e infringidos.

Ventajosamente, se prevé que el método de la presente invencion tenga aplicacion en el tratamiento de muchas
enfermedades comunes. Un beneficio de los procedimientos descritos en la presente descripcion radica en el hecho de
que los datos relacionados con la funcién metabdlica (o disfuncion) del tejido estan disponibles en tiempo real, lo que
proporciona informacién valiosa sobre el tejido viable y permite tomar una decision rapida si una intervencion o
procedimiento debe considerarse como una consecuencia de un diagnostico que se hace sobre la base de los datos
recopilados.

La invencién encuentra utilidad al apoyar la investigacion de enfermedades y trastornos degenerativos y al respaldar el
diagnéstico y el tratamiento de afecciones que pueden poner en peligro la vida o de cualquier otra manera reducir la
calidad de vida de un individuo. Por lo tanto, la invenciéon es aplicable en las etapas de monitorizacion del cancer, por
ejemplo para evaluar la metastasis, tipicamente la propagacion del cancer desde un tumor primario a los ganglios
linfaticos, o la migracion a través de otro sistema circulatorio o hacia un érgano tal como el higado. Los métodos descritos
encuentran utilidad ademas en el cribado de farmacos, y la evaluacion de los efectos de la administracion de un agente
terapéutico o profilactico sobre un tejido blando o un érgano al llevar a cabo los métodos descritos anteriormente junto
con con la administracion simultanea o secuencial de dicho agente, y al evaluar la funcion metabdlica para determinar los
cambios atribuibles a los efectos de dicho agente. Las mejoras y modificaciones pueden incorporarse en la presente
descripcion sin apartarse del alcance de la invencion.
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Reivindicaciones

1. Un método de obtencién de imagenes de la funcion metabdlica en un area objetivo de un organismo mediante el uso
de imagenes de resonancia magnética por contraste (MRI), el método que comprende las etapas de:

i) generar los datos de las imagenes de la linea de base del area objetivo del organismo;

ii) administrar oxigeno a dicho organismo mientras se lleva a cabo la obtencion de imagenes por resonancia magnética,
en donde la administracién de oxigeno continda durante un periodo suficiente para convertir toda la desoxihemoglobina
en el plasma en el area objetivo en la oxihemoglobina que genera una sefial de imagen positiva, y después continuar la
intencion de que la desoxihemoglobina se satura de manera que el oxigeno administrado permanece libre en el plasma y
genera una sefial de imagen negativa;

iii) generar los datos de las imagenes en respuesta a dicha administracion de oxigeno;

iv) procesar dichos datos de las imagenes para obtener los datos con relacion a las cantidades relativas de
desoxihemoglobina y oxigeno libre presentes en dicha area objetivo después de la administracion del oxigeno, y
correlacionar dichos datos con la funcién metabdlica del area objetivo.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde los datos obtenidos se procesan para producir un mapa metabdlico del area
objetivo.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde la observacion de una sefial de imagen negativa después de la administracion
de oxigeno libre a bajas dosis de concentracion indica una baja tasa metabdlica.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde se usa un cambio en la sefial en el tiempo de positivo a negativo para
proporcionar informacién sobre la tasa de metabolismo oxidativo.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde la administracion de oxigeno es en etapas que incluyen una etapa de bajo
nivel, y al menos una etapa a un nivel elevado en comparacion con la etapa de "bajo nivel".

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el método comprende una etapa final de bajo nivel o "fase de reposo".

7. El método de la reivindicacion 1, en donde el oxigeno se administra mediante un método seleccionado del grupo que
consiste en inhalacién, administracion intravenosa y sus combinaciones.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde se utiliza un portador de oxigeno fisiolégicamente inerte en la administracion
intravenosa.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde el portador de oxigeno se selecciona del grupo que consiste en
perfluorocarbonos.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde el perfluorocarbono es una emulsion estable de particulas pequefias que
tienen un diametro medio < 0,2 um.

11. El método de la reivindicacion 9, en donde el perfluorocarbono se suministra como un bolo para facilitar la
determinacion de la informacion de perfusion del tejido.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde el método de obtencion de imagenes comprende el escaneo de imagenes
de resonancia magnética O,T2*.

13. El método de la reivindicacion 1, en donde la funcién metabdlica se determina en un paciente afectado por una
condicidon seleccionada del grupo que consiste en trastornos circulatorios que incluyen derrame cerebral, trastornos
neurales que incluyen epilepsia (ataque recurrente), demencia y la disfuncionalidad cerebral progresiva similar,
enfermedades autoinmunes que incluyen esclerosis multiple, disfuncionalidad neoplastica de tejidos blandos que incluye
canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmodn, canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios, linfoma y
melanoma.

14. Un método de obtencidn de imagenes por resonancia magnética de diagnéstico molecular que comprende las etapas
de

a) administrar oxigeno a un paciente mientras se lleva a cabo la obtencion de imagenes por resonancia magnética, en
donde la administracion de oxigeno continta durante un periodo suficiente para convertir toda la desoxihemoglobina en
el plasma en el area objetivo de interés del cuerpo del paciente en la oxihemoglobina que genera una sefal de imagen
positiva, y después continuar la intencion de que la desoxihemoglobina se satura de manera que el oxigeno administrado
permanece libre en el plasma y genera una sefial de imagen negativa;

b) generar imagenes del area objetivo de interés del cuerpo del paciente antes, durante y después de dicha administracion
de oxigeno; y

c) procesar dichas imagenes para obtener los datos con relacion a las cantidades relativas de desoxihemoglobina y
oxigeno libre en dicha area objetivo después de la administracion de oxigeno, dichos datos que son indicativos de la
funcién metabdlica de dicha area objetivo y son Uutiles en el diagnéstico de la enfermedad.

11



10

15

20

25

ES 2682101 T3

15. El método de la reivindicacion 14, en donde el oxigeno se administra mediante el uso de un portador de oxigeno
fisiol6gicamente inerte.

16. El método de la reivindicacion 14, en donde el portador de oxigeno se selecciona del grupo que consiste en
perfluorocarbonos.

17. El método de la reivindicacién 14, en donde la administracion de oxigeno es en etapas que incluyen una etapa de bajo
nivel, y al menos una etapa a un nivel elevado en comparacion con la etapa de "bajo nivel".

18. El método de la reivindicacién 17, en donde el método comprende una etapa final de bajo nivel o "fase de reposo".

19. El método de la reivindicacion 14, en donde el oxigeno se administra mediante un método seleccionado del grupo que
consiste en inhalacién, administracion intravenosa y sus combinaciones.

20. El método de la reivindicacion 14, en donde el método de obtencion de imagenes comprende el escaneo de imagenes
de resonancia magnética O,T2*.

21. El método de la reivindicacién 14, en donde la funcién metabdlica se determina en un paciente afectado por una
condiciéon seleccionada del grupo que consiste en trastornos circulatorios que incluyen derrame cerebral, trastornos
neurales que incluyen epilepsia (ataque recurrente), demencia y la disfuncionalidad cerebral progresiva similar,
enfermedades autoinmunes que incluyen esclerosis multiple, disfuncionalidad neoplastica de tejidos blandos que incluye
canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmodn, canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios, linfoma y
melanoma.
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