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DESCRIPCION

Método mejorado para determinar funcion metabdlica

Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un método mejorado para determinar funcion metabdlica de un organismo.
Antecedente de la invencion

El concepto de la penumbra isquémica tiene en la actualidad mas de 20 afios. A continuacién de la oclusién de una
arteria cerebral algunos de los tejidos cerebrales suministrados por el vaso mueren debido a hipoxia/anoxia pero
algunos tejidos tienen una capacidad de recuperarse con tratamiento apropiado. Astrup define, en primer lugar, la
penumbra isquémica en 1981 como tejido cerebral perfundido a un nivel dentro de los limites de deterioro funcional e
integridad morfolégica, que tiene la capacidad de recuperarse si se mejora la perfusion. Esto sucede debido a la falta
de capacidad de células para producir ATP (energia) lo que conduce a disfuncion celular y luego, a muerte celular.
Por lo tanto, cualquier técnica demostrativa de metabolismo activo en los tejidos afectados seria capaz de detectar la
penumbra.

El documento "Brain metabolite concentration estimates using Magnetic Resonance Spectroscopy in a chronic model
of temporal lobe epilepsy" de Cudalbu et al. divulga la adquisicion de datos de MRI antes y después de una intervencion
y la comparacion posterior para determinar cantidades relativas de lactato.

Resumen de la invencién

La invencion que se describira mas particularmente a continuacion en la presente utiliza en un aspecto diagnostico
por imagenes de MRI con contraste in-vivo utilizando una técnica nueva de diagnéstico por imagenes de diferenciacion
de lactato (LDI), en conjunto con una exposicion de oxigeno, para proporcionar imagenes para la evaluacion de las
respuestas metabolicas de tejido durante un periodo de tiempo. Hasta el momento, el valor de cuantificacion de
distribucién de lactato celular en un periodo de tiempo medido no se ha reconocido como un indicador de funcién
metabdlica. De manera sorprendente, el trabajo actual ha demostrado que areas de tejido viable que se encuentran
en riesgo de sufrir dafio irreversible pueden identificarse rapidamente y localizarse con un alto grado de precision
mediante la medicidon de concentracién de lactato durante un periodo de tiempo definido. Por lo tanto, de acuerdo con
un aspecto de la invencién, una evaluacion de lactato preliminar de un tejido diana proporciona una indicacion de
actividad metabdlica en el tejido.

De acuerdo con un aspecto adicional, la evaluaciéon de lactato propuesta se combina ademas con una exposicion de
oxigeno. Este enfoque permite la discriminacion de uso de lactato durante un periodo de tiempo de evaluacion de
metabolismo tisular que no resulta posible usando las técnicas publicadas hasta el momento. Por ende, el uso de
oxigeno segun se contempla en la presente con diagnéstico por imagenes de MRI puede utilizarse como un indicador
de tejido viable, que ofrece beneficios en la administracion y tratamiento de los efectos de muchas enfermedades
comunes, en particular, accidente cerebrovascular.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de diagndstico por imagenes de una
funciéon metabdlica en un area diana de un organismo usando imagenes de resonancia magnética (MRI) con contraste,
comprendiendo el método las etapas de: i) obtener una primera medicion de lactato en un area diana del organismo;
ii) administrar oxigeno a dicho organismo; iii) obtener una segunda medicion de lactato en un area diana del organismo
a continuacion de dicha administracion de oxigeno; iv) comparar dichas mediciones primera y segunda para obtener
datos con respecto a las cantidades relativas de lactato que se presenta en dicha area diana antes y a continuacion
de la administracion de oxigeno, y correlacionar dichos datos con respecto a la funcion metabolica del area diana.

Preferiblemente, la etapa de correlacionar dichos datos con respecto a la funcion metabdlica del area diana incluye el
procesamiento de datos para evaluar dicha funcién metabdlica.

Preferiblemente, la obtencion de una medicion de lactato comprende obtener una o mas imagenes de MRI del area
diana.

Los datos que se obtienen mediante el método del primer aspecto pueden proporcionar una mediciéon semicuantitativa
de lactato que revela informacion de funcion metabdlica. Aqui, la concentracion de lactato a lo largo del tiempo
proporciona el parametro variable que puede utilizarse en la evaluacion de imagenes.

A continuacién del infarto cerebral, se ha mostrado mediante espectroscopia de MR que el lactato se acumula en el
tejido privado de oxigeno que rodea el area de infarto, debido a la falla de metabolismo aerébico (Berkelback van der
Sprenkel JW et al 1988, Fenstermacher MJ y Naryana PA 1990 y Houkin K 1990).
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Se considera que el sustrato preferido para metabolismo neuronal es lactato, que se produce principalmente mediante
los astrocitos.

La exposicion de oxigeno se utiliza como un biotrazador metabdlico (para presencia de metabolismo aerdbico) en
tejidos diana. Por lo tanto, el método puede usarse para producir un mapa metabdlico de un area diana en el cuerpo.

El oxigeno que se administra al organismo permite el reinicio de metabolismo aerdbico en las células de la lesion
isquémica, caracterizado porque se utiliza lactato como el sustrato para oxidacion aerébica local mediante neuronas.

La reutilizacion gradual de lactato como un sustrato en metabolismo aerdbico por las células de la lesion isquémica se
detecta mediante una reduccién gradual en la sefial de lactato.

De acuerdo con la observacion de una reduccion en concentracion de lactato en una regiéon del cerebro durante la
exposicién de oxigeno indica la ubicacién de la penumbra isquémica.

El cambio de sefal de lactato que se detecta mediante MRI a lo largo del tiempo permite que se alcance el resultado.
Podria resultar posible determinar, mediante titulacion de la administracion de oxigeno, la concentracion de oxigeno
que se requiere para reducir la sefial de lactato que se obtiene a partir del area diana. Esto deberia proporcionar
informacién sobre la presencia de metabolismo oxidativo.

Se conocen diversas formas de diagndstico por imagenes de sensibilidad. Los métodos de esta invencién puede usar
cualquiera de tales técnicas de sensibilidad que se disponen en MRI y que resultan adecuadas para investigar los
cambios a una sefial consecuente con respecto a la etapa(s) de exposicion de oxigeno, por ejemplo, puede llevarse a
cabo un escaneo de imagen de resonancia magnética potenciada en T2*.

El oxigeno puede administrarse mediante inhalacién o de manera intravenosa o en combinacién. Cuando se
selecciona la via intravenosa, puede usarse un transportador de oxigeno. El transportador de oxigeno puede ser un
perfluorocarbono o cualquier otro transportador de oxigeno fisiolégicamente inerte.

La evaluacion de sefial supone que la referencia surge a partir de la sefial para la presencia de lactato que se acumula
en células del cerebro que se someten a metabolismo anaerdbico (glicdlisis anaerdbica),

De esta manera, cuando el oxigeno se presenta para iniciar el ciclo de Krebs de metabolismo aerdbico y para convertir
el metabolismo celular a partir de anaerébico a aerébico, la dicha conversién manifiesta por si misma un cambio de
sefal en el sentido que la conversion a metabolismo aerdbico se reconoce como una reduccion de sefial.

En una realizacion de la presente invencion, el método comprende las etapas de: i) generar datos de imagenes de
referencia del area diana del organismo; ii) administrar oxigeno a dicho organismo; iii) generar datos de imagenes
como respuesta a dicha administracion de oxigeno; iv) procesar dichos datos de imagenes para obtener datos con
respecto a las cantidades relativas de lactato que se presenta en dicha area diana a continuacion de la administracion
de oxigeno, y correlacionar dichos datos con respecto a la funcién metabdlica del area diana.

Los datos de imagenes pueden detectarse para lactato y/o lipido en el area diana. La sustraccion de los datos de
imagenes de las imagenes que se obtienen antes de la administracion de oxigeno a partir de los datos de imagenes
que se obtiene después de la administracion de oxigeno da como resultado una indicacién de un cambio de lactato o
“diferencia de lactato”.

En ofra realizacion de la presente invencion, el método comprende las etapas de: i) generar datos de imagenes de
referencia del area diana del organismo; ii) administrar oxigeno a dicho organismo; iii) generar datos de imagenes a
continuacion de dicha administracion de oxigeno, en la que los datos de imagenes que se obtienen de esta manera
se refieren a una indicacion de la cantidad relativa de lipido y/o lactato que se presenta en el area diana, y un cambio
de intensidad de imagen a continuacién de la administracion de oxigeno indica utilizacién de lactato en el area diana
del organismo.

Una secuencia de MRI nueva puede utilizarse, especificamente para representar por imagen sefial de “cambios del
lactato”. Esta secuencia puede caracterizarse mediante una combinaciéon de generacién de pulsos a medida para
reducir saturacion de agua y grasa, optimizacion de la frecuencia de pulsos para el diagndstico por imagenes de lactato
y utilizacion de un método de diagndstico por imagenes de adquisicion rapida con realce de la relajacion (RARE) para
medir la resonancia magnética en el area diana.

Las técnicas de MRI, tales como imagenes Rare potenciada en T,, diagnostico por imagenes potenciadas en difusion
(DWI), diagnéstico por imagenes de perfusion (PWI), espectroscopia de 1H localizado y diagnostico por imagenes de
diferencia de lactato (LDI).pueden utilizarse con los métodos de la presente invencion.

Los datos obtenidos pueden procesarse para producir un mapa metabdlico del area diana.
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La administracion de oxigeno puede continuarse por un periodo de tiempo suficiente para retirar todo el lactato en el
area diana.

La sefal que representa lactato se identifica a partir de los datos de imagenes que se obtienen.

La observacion de una reduccion de la sefal de lactato después de la administracion de oxigeno libre en dosis de
concentracion baja indica actividad metabdlica y, por lo tanto, integridad funcional en el area diana.

Un cambio de la sefal de lactato a lo largo del tiempo de positiva a negativa puede usarse para proporcionar
informacion de la tasa de metabolismo activo en un area diana.

El area diana puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de una region de tejido y un 6rgano.
El oxigeno puede administrarse una vez en una dosis Unica.

De manera opcional, el oxigeno puede administrarse mediante una inyeccion de goteo lento de perfluorocarbonos, o,
mediante un bolo inyectado.

La cantidad de perfluorocarbonos que se administra mediante goteo lento puede variar de alrededor de 300 ml a
alrededor de 1000 ml, de manera ideal, alrededor de 600 ml, y la cantidad de perfluorocarbonos que se administra
mediante bolo puede variar de alrededor de 50 ml a alrededor de 150 ml.

De manera alternativa, el oxigeno puede administrarse como una pluralidad de dosis sucesivas.

El oxigeno puede administrarse en concentraciones diferentes.

De manera opcional, la cantidad de oxigeno que se administra puede aumentarse de manera lineal.

La cantidad de oxigeno puede administrase en incrementos en aumento.

De manera opcional, se puede proporcionar un periodo de tiempo corto entre cada incremento.

La administracion de oxigeno es en etapas incluyendo una etapa de nivel bajo, y, al menos, una etapa de un nivel
elevado en comparacion con la etapa de “nivel bajo”.

El método puede comprender una etapa de nivel bajo final o “fase de descanso”.

El oxigeno puede administrarse mediante un método que se selecciona a partir del grupo que consiste de inhalacion,
administracion intravenosa y combinaciones de estos.

De manera opcional, un transportador de oxigeno puede utilizarse en la administracién intravenosa.
El transportador de oxigeno puede ser un transportador de oxigeno fisioldgicamente inerte.
El transportador de oxigeno puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de perfluorocarbonos.

El perfluorocarbono puede ser una emulsién estable de pequefas particulas que tienen un diametro medio de <0,2
pm.

El perfluorocarbono puede administrarse como un bolo para facilitar la determinacién de informacién de perfusién de
tejido.

El método de imagenes puede comprender escaneo de imagen de resonancia magnética de O, potenciada en T2*.

La funcién metabdlica puede determinarse en un paciente que se encuentra afectado por una condicién que se
selecciona a partir del grupo que consiste de trastornos circulatorios incluyendo accidente cerebrovascular, trastornos
neuronales, incluyendo epilepsia (convulsion recurrente), demencia y disfuncionalidades cerebrales progresivas
similares, enfermedades autoinmunes, incluyendo esclerosis multiple, disfuncionalidad neoplasica de tejido blando
incluyendo canceres de la cabeza y cuello, canceres de pulmén, canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios,
linfoma, y melanoma.

La funcion metabdlica se determina y se utiliza como un medio para diferenciar recurrencia tumoral a partir de necrosis
tumoral.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método de diagnodstico de imagenes de resonancia magnética
nuclear que comprende las etapas de a) administrar oxigeno a un paciente mientras se lleva a cabo el diagnéstico por
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imagenes de resonancia magnética; b) generar imagenes del area diana de interés del organismo del paciente antes,
durante y después de la administracion de oxigeno; y c) procesar dichas imagenes para obtener datos con respecto a
las cantidades relativas de lactato y/o lipido en dicha area diana a continuacion de la administracion de oxigeno, siendo
dichos datos indicativos de la funcién metabdlica de dicha area diana y siendo utiles en el diagndstico de enfermedad.

Inclusive otro aspecto de la presente invencion proporciona un método de diagndstico de imagenes de resonancia
magnética nuclear que comprende las etapas de a) administrar oxigeno a un paciente mientras se lleva a cabo el
diagndstico por imagenes de resonancia magnética; b) generar imagenes del area diana de interés del organismo del
paciente antes, durante y después de la administracion de oxigeno; y c¢) procesar dichas imagenes para obtener datos
con respecto a las cantidades relativas de lactato, saturacion de agua y saturacion de grasa en dicha area diana a lo
largo del tiempo a continuacidon de la administracion de oxigeno, siendo dichos datos indicativos de la funcion
metabodlica de dicha area diana y siendo Uutiles en el diagnéstico de enfermedad.

Las imagenes que se obtienen pueden optimizarse de manera tal que se reduce la sefial a partir de saturacion de
agua y saturacion de grasa en dicha area diana.

De manera opcional, puede utilizarse diagndstico por imagenes RARE.

El transportador de oxigeno puede ser un transportador de oxigeno fisioldgicamente inerte.

El transportador de oxigeno puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de perfluorocarbonos.
El area diana puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de una region de tejido y un érgano.
El area diana puede ser el cerebro.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un método para determinar efectos de un agente terapéutico o
agente profilactico en tejido blando o un érgano en un organismo usando diagnostico por imagenes de resonancia
magnética (MRI) con contraste, comprendiendo el método las etapas de: i) obtener una primera medicion de lactato
en un area diana del organismo; ii) administrar oxigeno a dicho organismo; iii) obtener una segunda mediciéon de
lactato en un area diana del organismo a continuacion de dicha administracion de oxigeno; iv) procesar dichas
mediciones primera y segunda para obtener datos con respecto a las cantidades relativas de lactato que se presenta
en dicha area diana a continuacion de la administracion de oxigeno, y correlacionar dichos datos con respecto a la
funcion metabdlica del area diana, v) repetir las etapas i) a iv) anteriores conjuntamente con administracion simultanea
o secuencial del agente terapéutico, y evaluar la funcidon metabdlica para determinar cambios que se atribuyen a
efectos del agente terapéutico.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un escaner de MRI que se configura para llevar a cabo cualquiera
de los métodos de los aspectos anteriores.

La funciéon metabdlica en un area diana de un organismo puede determinarse usando dicho escaner de MRI que se
configura para: i) generar datos de imagenes de referencia del area diana de un organismo antes de una intervencion;
ii) obtener datos de imagenes adicionales del area diana de un organismo a continuacion de dicha intervencion; iii)
procesar dichos datos de imagenes para obtener datos con respecto a las cantidades relativas de lactato que se
presenta en dicha area diana a continuacion de dicha intervencion, y correlacionar dichos datos con respecto a la
funcidon metabodlica del area diana.

El escaner de MRI puede configurarse para detectar lactato y/o lipido en el area diana. La sustraccion de los datos de
imagenes de las dos imagenes da como resultado una indicacidon de un cambio de lactato o “diferencia de lactato”.

El escaner de MRI puede configurarse para ejecutar una secuencia para representar por imagen sefal de “cambios
del lactato”. Esta secuencia puede caracterizarse mediante una combinacion de generacién de pulsos a medida para
reducir saturacion de agua y grasa, optimizacion de la frecuencia de pulsos para el diagndstico por imagenes de lactato
y utilizacién de un método de diagndstico por imagenes de adquisicion rapida con realce de la relajacion (RARE) para
medir la resonancia magnética en el area diana.

El escaner de MRI puede configurarse ademas para llevar a cabo técnicas de MRI tales como diagndstico por
imagenes RARE potenciadas en T,, diagndstico por imagenes potenciadas en difusion (DWI), diagndstico por
imagenes de perfusion (PWI), espectroscopia de 1H localizado y diagnéstico por imagenes de diferencia de lactato
(LDI).

El escaner de MRI puede procesar los datos que se obtienen para producir un mapa metabdlico del area diana.

La intervencion puede ser administracion de oxigeno.
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La observacion de una reduccion de la sefial de lactato después de la administracion de oxigeno indica actividad
metabdlica y, por lo tanto, integridad funcional en el area diana.

Una reduccion de la fuerza de la sefial de lactato a lo largo del tiempo puede usarse para proporcionar informacion de
la tasa de metabolismo oxidativo en el area diana.

El area diana puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de una region de tejido y un érgano.
El oxigeno puede administrarse una vez en una dosis Unica.

De manera alternativa, el oxigeno puede administrarse como una pluralidad de dosis sucesivas.

El oxigeno puede administrarse en concentraciones diferentes.

De manera opcional, la cantidad de oxigeno que se administra puede aumentarse de manera lineal.
La cantidad de oxigeno puede administrarse en incrementos en aumento.

De manera opcional, se puede proporcionar un periodo de tiempo corto entre cada incremento.

La administracion de oxigeno es en etapas incluyendo una etapa de nivel bajo, y, al menos, una etapa de un nivel
elevado en comparacion con la etapa de “nivel bajo”.

El método puede comprender una etapa de nivel bajo final o “fase de descanso”.

El oxigeno puede administrarse mediante un método que se selecciona a partir del grupo que consiste de inhalacion,
administracion intravenosa y combinaciones de estos.

De manera opcional, un transportador de oxigeno puede utilizarse en la administracién intravenosa.
El transportador de oxigeno puede ser un transportador de oxigeno fisioldgicamente inerte.
El transportador de oxigeno puede seleccionarse a partir del grupo que consiste de perfluorocarbonos.

El perfluorocarbono puede ser una emulsién estable de pequefas particulas que tienen un diametro medio de <0,2
pm.

El perfluorocarbono puede administrarse como un bolo para facilitar la determinacién de informacién de perfusion de
tejido.

El método de imagenes puede comprender escaneo de imagen de resonancia magnética de O, potenciada en T2*.
Breve descripcion de las Figuras

La presente invencion se describira ahora a modo de ejemplo solamente con referencia a las figuras adjuntas en las
que:

La Figura 1 muestra espectroscopia de 1H localizado de rata después de MCAO vy efecto de exposicion de oxigeno.
A) espectro a partir de voxel colocado con region de desajuste PWI/DWI. B) Véxel colocado en hemisferio contralateral;

La Figura 2 es un diagrama esquematico de a) la secuencia de pulso de MRI de diferencia de lactato y cémo funciona;
y b) el método que se usa para obtener imagenes de diferencia de lactato;

La Figura 3 contiene diagnostico por imagenes usando la secuencia de MRI de lactato. La parte superior muestra
fantasmas usando sefal de agua de 1H. La parte inferior muestra imagenes usando sefial de resonancia de lactato
de CHjs;

La Figura 4 contiene imagenes de MRI in-vivo de rata a continuacion de MCAO. A) imagen de lactato-lipido antes de
O2; B) imagen de lactato-lipido durante exposicion de oxigeno; C) imagenes de diferencia de lactato (a saber, B-A); y
D) regién de desajuste a partir de DWI/PWI;

La Figura 5 muestra imagenes de MRI in-vivo de rata a continuacion de MCAO. Se us6 oxigeno al 100% como la
exposicion.

La Figura 6 muestra imagenes de IMR a partir de un experimento usando diagnéstico por imagenes de diferencia de
lactato en una rata a continuacién de oclusion de arteria cerebral media (MCAO). El panel (a) ilustra la region de dafio
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isquémico severo segun se identifica mediante diagndstico por imagenes potenciadas en difusion (DWI) mientras que
el panel (b) muestra el area de hipoperfusion a través del uso de diagnéstico por imagenes de perfusion (PWI). Con
el fin de detectar cambios de lactato a continuacion de la iniciacion de hiperoxia se adquirié inicialmente una imagen
(c) de lactato de referencia a continuacion de la administracion de 1,5 ml de PFC a medida. La ventilacion del animal
se cambi6 a oxigeno al 100% (hiperoxia) durante la cual se adquirié un escaneo (d) de lactato adicional. A continuacion
de esto, la ventilacion se cambid de nuevo a niveles normoxicos y se adquirié un escaneo (e) de lactato final. Mediante
la sustraccion de la imagen que se adquirié durante hiperoxia a partir de la imagen de referencia, se generé un mapa
(f) de cambio de lactato que muestra una reduccion (flecha) del nivel de lactato en un area que se aproxima a la region
de desajuste DWI/PW (presunta penumbra). Al retirar el exceso de oxigeno y volver a la ventilacion normdxica, el
mapa (g) de cambio de lactato (sustraccion de e-d) mostré un retroceso (flecha) de esta reduccién de lactato en la
correspondiente region del cerebro;

La Figura 7 ilustra la colocacion de los voxeles. Un voxel se coloco en la region de la presunta penumbra (desajuste
DWI/PWI) con otros voxeles que se colocan en la region de nucleo isquémico (tejido muerto) y el hemisferio
contralateral normal;

La Figura 8 muestra espectro de 1H localizado que se toma de la regiéon de desajuste DWI/PWI a continuacion de
MCAO con N-acetilaspartato (NAA) y picos de lactato etiquetados. Resulta evidente que el pico de lactato se reduce
en el animal que recibe 1,5 ml (a) de PFC a medida durante hiperoxia con ausencia de tal reduccion en el animal que
recibe solucion (b) salina;

La Figura 9 muestra el efecto de administrar PFC a medida antes de hiperoxia a continuacion de cerebral a
continuacién de oclusion de arteria cerebral media (MCAO). La figura 9a donde la reduccién de pico de lactato en
region de desajuste DWI/PWI resulta evidente cuando se administra PFC a medida (n=5) antes de hiperoxia con este
efecto no observado en animales que se tratan con solucion salina (n=4) antes de hiperoxia. Al volver el animal a la
ventilacion normoxica (figura 9b) resultd evidente que el pico de lactato aumenté a un nivel mayor en comparacién con
los niveles de prehiperoxia en los animales que se trataron con solucion salina mientras que en los animales que se
trataron con PFC, solo regresoé a su nivel prehiperoxia;

La Figura 10 muestra espectro de 1H localizado a partir de (a) la region de nucleo isquémico del hemisferio ipsilateral
y b) la region correspondiente del hemisferio contralateral a continuaciéon de MCAO en animales que reciben 1,5 ml
de GOLD PCF antes de hiperoxia. Resulta evidente que el lactato permanece sin cambios en ambas regiones durante
hiperoxia. Esto se debe probablemente a que tejido en el nicleo isquémico resulta incapaz de recuperar metabolismo
aerobico durante hiperoxia; a saber, tejido ya no metabdlicamente viable. La falta de efecto en el hemisferio
contralateral es probable que refleje la ausencia de aumento de nivel de lactato en esta region del cerebro aguda a
continuaciéon del accidente cerebrovascular. Resultados similares se demostraron en animales que se tratan con
solucion salina (los datos no se muestran).

Descripcion detallada de la invencion

Los datos obtenidos desde 1930 han sugerido que el lactato constituye el sustrato preferido para oxidacién aerébica
con el fin de bioenergética mediante neuronas. Se conoce bien ademas que el lactato aumenta en una lesion isquémica
e infarto. Esto ocurre como una consecuencia de un cambio a metabolismo anaeroébico debido a hipoxia/anoxia.

El metabolismo anaerdbico (glicdlisis) resulta muy ineficiente y puede proporcionar solo aproximadamente el 6% de la
energia potencial a partir de glucosa. En cambio, el ciclo de Krebs proporciona el 94% de la energia disponible a partir
de glucosa. Por lo tanto, la integridad del ciclo de Krebs resulta esencial para la supervivencia celular.

De este modo, a continuacién de un ataque oclusivo de un 6rgano en el organismo humano tal como un accidente
cerebrovascular isquémica en el cerebro, cualquier técnica capaz de demostrar un ciclo de Krebs en funcionamiento
en la lesion isquémica identificaria asi también tejido que sobrevive o tiene el potencial para sobrevivir.

Un aumento de lactato en el cerebro isquémico/infartado se ha demostrado mediante espectroscopia de resonancia
magnética a continuacion del infarto cerebral debido a la falla de metabolismo aerdbico (Berkelback van der Sprenkel
JW et al 1988, Fenstermacher MJ y Naryana PA 1990 y Houkin K 1990).

De manera adicional, el sustrato preferido para metabolismo neuronal es lactato, el cual en el cerebro se produce
principalmente mediante los astrocitos. Por lo tanto, la demostracion de produccion de lactato y su utilizacion indicarian
integridad metabdlica de las neuronas y astrocitos y, por lo tanto, su potencial para sobrevivir el ataque a continuacion
del infarto cerebral.

A la fecha, las técnicas de MRS solo han sido capaces de demostrar la presencia de lactato en un tejido y un aumento
en tal lactato a lo largo del tiempo a continuacion de infarto cerebral. Actualmente no existen técnicas que se conocen
en la técnica capaces de demostrar la utilizacion temporal de lactato con oxigeno y demostrar, de este modo, la
penumbra después de infarto cerebral.
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La presente invencion proporciona una técnica de diagnostico por imagenes nueva que ha demostrado metabolismo
de lactato en tejidos cerebrales que se identifican como penumbra potencial en un modelo de ataque cerebrovascular
de rata.

Los tejidos cerebrales acumulan lactato en tejidos cerebrales isquémicos/infartados. Esto ocurre debido a la falta de
oxigeno, ya que el oxigeno resulta esencial para metabolismo aerdbico. Esta acumulacion de lactato en un infarto se
demostré inicialmente en un informe de caso (Berkelback van der Sprenkel JW et al 1988).

Estudios posteriores en animales y humanos han demostrado un aumento agudo en aumento de lactato, que persiste
durante unos pocos dias después del infarto cerebral (Fenstermacher MJ y Naryana PA 1990 y Hokkaido Igaku Zasshi
1990).

Se ha demostrado ahora que la identificacién de neuronas que funcionan metabdlicamente y, de este modo, de la
penumbra, resulta posible en tiempo real utilizando una técnica que se desarrolla para aumentar la cantidad de oxigeno
que se administra a los tejidos isquémicos y para monitorear un cambio temporal en concentraciones de lactato.

El aumento de la cantidad de oxigeno puede alcanzarse al aumentar el porcentaje de oxigeno inhalado. Normalmente,
el porcentaje de oxigeno en aire es del 21% y a nivel del mar, la presién parcial (pO.) es de alrededor de 160 mm de
Hg. Por lo tanto, el aumento del porcentaje de oxigeno y la pO, aumentaria la cantidad de oxigeno que transporta la
sangre. Sin embargo, la hemoglobina se encuentra completamente saturada mientras se respira aire y, de esta
manera, el oxigeno aumentado durante hiperoxia, se trasporta por el plasma. Sin embargo, esto resulta algo muy
ineficiente ya que la cantidad de oxigeno que se transporta por cada mm de aumento de Hg es de solo 0,003 ml (Law
y Bukwirwa, 1999).

Por lo tanto, solo pequefas cantidades de oxigeno se administrarian ante hiperoxia de tejidos isquémicos y, de esta
manera, tomaria mucho tiempo detectar cualquier cambio de lactato para identificar la penumbra. El tiempo constituye
lo esencial a continuacioén del infarto cerebral, y reducir el tiempo de deteccion resulta, por lo tanto, fundamental. Para
alcanzar esto, se ha utilizado PFC en los métodos de la presente invencion para transportar oxigeno aumentado. 100
ml de perfluorodecalina pueden transportar 49 ml de oxigeno a temperatura y presion estandares. Esto resulta superior
en muchas veces con respecto a lo que resulta posible con plasma.

Los métodos de la presente invencién consisten, ademas, de una secuencia de MRI nueva para representar lactato
por imagen.

En una realizacion general del método, cantidades diferentes de oxigeno se administran a un organismo al tiempo que
se monitorea la susceptibilidad magnética, por ejemplo, se lleva a cabo escaneo de imagen de resonancia magnética
potenciada en T,* (O.T2*). El oxigeno puede administrarse mediante inhalacion usando una mascara facial, o de
manera intravenosa, usando un transportador de oxigeno, o en combinacién. Los tejidos que se encuentran
metabdlicamente activos utilizan oxigeno, lo que da como resultado una reduccién gradual de la presencia de lactato.

En el método de la presente invencion, el escaneo de MRI del cerebro revelara una acumulacién de lactato en células
cerebrales isquémicas como un resultado de glucogendlisis y/o metabolismo de glucdlisis anaerdbico. El lactato se
utiliza de manera gradual como un sustrato para glucdlisis aerébica que depende de la disponibilidad de oxigeno,
reduciendo, de este modo, la sefial de MRI que se obtiene a partir de lactato. En tejido no isquémico con metabolismo
aerobico funcional, se observara poco lactato en la referencia y se observara poco cambio al momento de la exposicion
de oxigeno. En tejido isquémico, se observara una gran acumulacion de lactato en la referencia. Al momento de
exposicion de oxigeno, las areas de tejido que muestran una fuerte reduccion en sefial de lactato indicarian integridad
metabdlica de las neuronas y astrocitos y, por lo tanto, su potencial para sobrevivir el ataque a continuacion del infarto
cerebral. Esta reduccion de lactato reduce la fuerza de la sefial. Dependiendo de la actividad metabdlica del tejido que
se encuentra bajo examinacion, se observara un cambio pronunciado de la sefial, especificamente una reduccién de
la fuerza de la sefial, con administracién de oxigeno aumentada (titulacion) y se usa para producir un mapa metabolico
semicuantitativo del tejido u érgano.

En tejidos sin metabolismo (a saber, tejido muerto) no existira facilidad alguna para convertir lactato en piruvato y, de
este modo, ingresar al ciclo de Krebs. De este modo, no existira reduccion que se detecta en la sefial de lactato a
partir de tales tejidos debido a un deterioro funcional.

Experimentos de MRI y MRS in-vivo y un método nuevo de diagndstico por imagenes de diferencia de lactato
Experimentos de MRI in-vivo se llevaron a cabo en ratas anestesiadas a continuaciéon de una oclusiéon de arteria
cerebral media (MCAO). Las mediciones incluyeron diagnéstico por imagenes RARE potenciadas en T, diagndstico
por imagenes potenciadas en difusion (DWI), diagndstico por imagenes de perfusion (PWI), espectroscopia de 1H
localizado y diagndstico por imagenes de diferencia de lactato (LDI).

Espectroscopia de 1H localizado y el efecto de exposicion de oxigeno.
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El primer experimento us6 una secuencia de espectroscopia localizada estandar (PRESS) para adquirir espectro de
1H. Un voxel se coloco en la region penumbral presunta (segun se indica por el desajuste DWI/PWI, un segundo voxel
se coloco en el hemisferio contralateral normal (véase figura 1).

Al otorgar una exposicion de oxigeno inhalado al 100%, el pico de lactato en la region penumbral mostré una reduccion
significativa (fig. 1a). De manera importante, ningun otro de los metabolitos en el espectro mostré algun cambio con
oxigeno. En la regién contralateral, el pico de lactato permanecio sin cambios (Fig. 1b). Al regresar a aire inhalado al
100%, el pico de lactato reducido en la penumbra, aumenté de regreso al nivel anterior (Fig. 1c).

Diagnéstico por imagenes de diferencia de lactato

Resulté conveniente representar por imagen la regiéon donde ocurren los cambios de lactato durante una exposicion
de oxigeno, ya que estas regiones podrian definir la penumbra isquémica.

Los intentos anteriores de diagnosticar por imagenes el lactato han usado diagndstico por imagenes de
desplazamiento quimico (CSI) estandar, donde todo un espectro NRM de 1H se adquiere para un conjunto de voxeles.
Esta técnica sufre de muy baja resolucion espacial y tiempos de adquisicion muy largos.

Ademas, se han usado técnicas de edicion espectral por ejemplo mediante acoplamiento J o efectos mdltiples de
coherencia cuantica (Reese 1995, Pickup 2008). De nuevo, estas técnicas sufren de pérdida de sefial significativa,
limitando la resolucion espacial y temporal de imagenes adquiridas.

Por lo tanto, se ha utilizado una secuencia nueva, especificamente para representar por imagen sefial de “cambios
del lactato”. Esta secuencia puede describirse mediante el diagrama de bloques que se muestra en la figura 2a, que
comprende una combinacion de generacion de pulsos a medida para reducir saturacién de agua y grasa, optimizacion
de la frecuencia de pulsos para el diagnostico por imagenes de lactato y utilizacion de un método de diagndstico por
imagenes de adquisicion rapida con realce de la relajacion (RARE) para medir la resonancia magnética en el area
diana.

La secuencia se evalud en fantasmas que se realizaron con un rango de concentraciones de lactato, a partir de los
cuales se puede observar que la secuencia resulta capaz de representar por imagen de manera exitosa una baja
concentracion de lactato, sin contaminacion a partir de la sefial de agua mucho mas grande (a saber, no puede verse
ninguna imagen en el fantasma que comprende agua solamente).

In-vivo, la secuencia se utilizara para representar por imagen sefial de ambos lactato y lipido, ya que sus frecuencias
de resonancia se superponen.

La secuencia puede usarse para representar por imagen especificamente “cambios de lactato” que se originan por
una exposicion de oxigeno. La exposicion de oxigeno no tiene efectos en la concentracion de lipido pero reduce la
concentracion de lactato. De este modo, la sustraccion de las dos imagenes da como resultado las imagenes de
“cambio de lactato” o “diferencia de lactato” (véase figura 4b).

La presente técnica resulta mas eficiente que ya sean los métodos de CSI o edicion de lactato, ya que no se
desperdicia sefial de MRI en cortar la sefial de lipido y, permitiendo, de este modo, alta resolucidon espacial para
representar por imagen, incluso a las concentraciones bajas de lactato.

El método que se describe en la presente proporciona un paradigma de escaneo que permitira medidas
semicuantitativas de metabolismo cerebral. Este paradigma puede incluir variacion del oxigeno inspirado durante el
procedimiento de escaneo. Esto puede tomar la forma de la administracion de multiples niveles de concentraciéon de
oxigeno estables, normalmente de manera incremental, o variando los niveles de concentracion de oxigeno de manera
constante (por ejemplo, aumentando o reduciendo el nivel de concentracion de manera lineal). Al analizar la variacion
de la sefal de lactato con niveles cambiantes de oxigeno administrado resulta posible producir mapas metabolicos
semicuantitativos.

El oxigeno puede administrarse mediante una mascara facial. Esta técnica resulta facil y generalmente aceptada por
los pacientes. Sin embargo, un problema técnico con esta via de administracién de oxigeno consiste en que puede
dar como resultado artefactos de gran susceptibilidad en los I6bulos frontal inferior y temporal inferior, debido al
reemplazo de aire en los senos paranasales con oxigeno paramagnético (Figura 4). Por lo tanto, los I6bulos frontal y
temporal inferiores pueden no siempre evaluarse mediante administracion de oxigeno a través de la via oronasal. De
manera adicional, resulta dificil configurar la cantidad de oxigeno que se administra mediante una mascara. Incluso si
se administra oxigeno al 100% al paciente mediante la via de inhalacion, los niveles de plasma sanguineo solo
aumentan algo del 5-6%. Por consiguiente, el cambio de sefial que se observa como respuesta es también
relativamente pequefio.

Por lo tanto, otra via de administracion de oxigeno para evitar este problema resultaria ventajosa. El uso de la via
intravenosa para la administracion de medicamentos es de rutina en la practica clinica y resulta ideal para este
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requerimiento. Existen productos de reemplazo sanguineo que se conocen 0 expansores sanguineos que incluyen
transportadores de oxigeno que ofrecen la capacidad de administrar oxigeno para liberacién a tejidos. Resulta previsto
que cualquier agente transportador de oxigeno adecuado como tal, que puede administrarse de manera intravenosa
podria considerarse para el propdsito de proporcionar una alternativa a la via oronasal. Un tipo particular de
transportador de oxigeno que se considera como adecuado para este proposito serian los perfluoroquimicos.

Los perfluoroquimicos constituyen moléculas sintéticas quimicamente inertes que consisten principalmente de atomos
de carbono y flior y son liquidos claros, sin color. Tienen la capacidad de disolver fisicamente cantidades significativas
de muchos gases incluyendo oxigeno y didxido de carbono. En la actualidad, se usan cominmente como “sustitutos
sanguineos” durante cirugia. Los perfluoroquimicos son hidrofébicos y, por lo tanto, no se mezclan con agua.

Los perfluoroquimicos deben, de este modo, emulsionar para uso intravenoso. Con tecnologia sofisticada, resulta
posible generar una emulsion de perfluorocarbono estable con particulas excepcionalmente pequefias (diametro
medio <0,2 ym) (Keipert PE 10). Las caracteristicas de transporte de oxigeno de emulsiones de perfluorocarbono son
fundamentalmente diferentes con respecto a aquellas de la sangre. Las emulsiones de perfluorocarbono se
caracterizan por una relacion lineal entre la presion parcial de oxigeno y contenido de oxigeno, en contraste con la
sangre que exhibe una curva de disociacion sigmoidea de oxigeno (Keipert PE 10). Por lo tanto, la capacidad de
transporte de oxigeno resulta directamente proporcional a PO, y esto significa que la cantidad de oxigeno que se
transporte mediante perfluorocarbonos puede variar mediante variacion de la PO,. Las caracteristicas de transporte
de oxigeno y capacidad de variar la capacidad de transporte de oxigeno, vuelve a los perfluorocarbonos ideales para
uso como un agente para transportar oxigeno en el presente método. Como la capacidad de transportar oxigeno
puede variarse, puede obtenerse estratificacion de los tejidos sobre la base de sus vias metabdlicas. La via intravenosa
su usa de manera rutinaria en la practica clinica y no originara los artefactos observados cuando se administra oxigeno
usando una mascara facial. El primer perfluorocarbono que se usé como un compuesto para transportar y administrar
oxigeno fue Fluosol (TM), que se aprobd en 1989 por la FDA. Sin embargo, este producto fabricado por Green Cross
necesitaba congelarse para almacenamiento y descongelarse para uso. Un producto alternativo Oxigent(TM) no se
encuentra congelado sino que esta en una forma lista para uso.

Se espera que cualquier perfluorocarbono adecuado o transportador de oxigeno fisioldgicamente inerte que se dispone
comercialmente, y cualquiera de aquellos, u otros que pueden volverse inclusive disponibles podrian usarse para el
propésito de administracion de oxigeno en el presente método.

La PO; de aire a presion atmosférica normal es 160 mm de Hg y el porcentaje de oxigeno es del 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 en el bolo de perfluorocarbono podria ser de hasta el 21% (dependiendo del grado de mezcla de sangre y
agente que ocurre). Debido a que la unién de oxigeno con respecto a perfluorocarbonos es de 1:1, si el oxigeno
inhalado aumenta en un 30%, el oxigeno que se transporta de los perfluorocarbonos podria ser de hasta el 30% y
aumentos adicionales darian como resultado un aumento correspondiente.

La via intravenosa con perfluorocarbono i.v. da como resultado una concentracion de O, de hasta el 21% en
comparacion con la propia via de inhalacion que alcanza alrededor del 3-4%.

Sin embargo, las concentraciones de oxigeno pueden aumentarse ain mas mediante la inhalacion de mayores
concentraciones de Oz durante la inyeccion intravenosa de los perfluorocarbonos. A concentraciones de hasta oxigeno
al 60%, no se presentan artefactos debido al efecto paramagnético de oxigeno libre en las cavidades nasales y/o los
senos de aire. De este modo, en una realizacion, el método se lleva a cabo mediante inyeccion intravenosa de un
compuesto que transporta oxigeno mientras que el paciente respira aire. Sin embargo, si asi se requiere, la
concentracion de aire puede aumentarse para hacer que el ensayo sea mas sensible, mediante el suplemento de
mayores concentraciones de oxigeno a través de inhalacion.

Un método adecuado para llevar a cabo escaneo de imagenes de resonancia magnética que ilustra la invencion
comprende:

1) El paciente se posiciona en un escaner de MRI.

2) Comienza el escaneo. Esta secuencia recolecta escaneos completos del cerebro (o de cualquier otra parte del
organismo bajo investigacion), de manera repetida durante el transcurso del estudio dando como resultado un numero
de volumenes que proporcionan informacién temporal. Este escaneo corre de manera continua hasta que se completa
la etapa 8.

3) El escaneo procede durante un tiempo especifico sin ninguna inyeccion de medio o inhalacién de oxigeno. Esto
proporciona datos de referencia para futuros analisis de imagenes.

4) Una cantidad especifica de biotrazador metabdlico se inyecta a una tasa determinada.
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5) Dependiendo del protocolo particular, el paciente puede inhalar oxigeno o no a una presion parcial aumentada
durante la duracién de la inyeccion y durante un periodo corto a continuacion de la inyeccion.

6) Después de la inyeccion (e inhalacion, si asi se requiere) se lleva a cabo un periodo de ausencia de inyeccién o
inhalacion de oxigeno, proporcionado datos de referencia adicionales y permitiendo que el biotrazador metabdlico se
diluya en el sistema cardiovascular.

7) Dependiendo del protocolo, las etapas 4 y 5 se repiten ya sea con una cantidad diferente de biotrazador, un tiempo
de inyeccion diferente o una presion parcial diferente de oxigeno inhalado. Resulta posible que mas de uno de estos
parametros pueda variarse en un momento determinado.

8) Dependiendo del protocolo, las etapas 4 -7 se repiten un nimero especifico de veces, cada vez con variaciones
especificas de los parametros que se describen en la etapa 7.

9) Los datos a partir de este escaneo se analizan usando software de analisis de imagenes para proporcionar medidas
cuantitativas o cualitativas de la actividad metabdlica oxidativa en los tejidos que se someten a escaneo.

10) De manera opcional, resulta posible también rastrear el pasaje de los perfluoroquimicos oxigenados para
proporcionar informacion de perfusion de tejido. Esto requeriria que los perfluoroquimicos se inyecten mediante un
método de bolo.

Las cantidades de inyeccion de medio y/o inhalaciéon de oxigeno pueden ser cualquiera de los protocolos ilustrativos
siguientes, cada uno de los cuales podria llevar un minuto, y podria repetirse o usarse en secuencia de manera
opcional. Si se requieren repeticiones, estas pueden separarse de manera opcional por uno o varios minutos,
preferiblemente 1-2 minutos de separacion.

Administraciéon de oxigeno:

De manera opcional, el oxigeno puede administrase mediante una inyeccién de goteo lento de perfluorocarbonos, o
mediante un bolo inyectado.

La cantidad de perfluorocarbonos que se administran mediante goteo lento puede variar de alrededor de 300 ml a
alrededor de 1000 ml, de manera ideal, alrededor de 600 ml, y la cantidad de perfluorocarbonos que se administran
mediante bolo puede variar de alrededor de 50 ml a alrededor de 150 ml.

A. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbonos puede ser de 10 ml a 150 ml, respirando aire. El oxigeno que se
transporta mediante perfluorocarbonos seria de hasta el 21% y la cantidad de oxigeno libre en la sangre es de casi 0
y, de esta manera, la diferencia seria de hasta el 21%.

B. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbonos puede ser de 10 ml a 150 ml, respirando oxigeno al 30%. El oxigeno
que se transporta mediante perfluorocarbono seria de hasta el 30% y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria
de alrededor del 1,3%. La diferencia entre estos dos seria de aproximadamente el 30%-1,3%=28,7%. C. La cantidad
de inyeccion de perfluorocarbono puede ser de 10 ml a 150 ml y respirando oxigeno al 40%. El oxigeno que se
transporta mediante perfluorocarbono seria de hasta el 40% y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria de
alrededor del 2,6%. La diferencia entre estos dos seria de aproximadamente el 40%-2,6%=37,4%.

D. La cantidad de inyeccion de perfluorocarbonos puede ser de 10 ml a 150 ml y respirando oxigeno al 50%. El oxigeno
que se transporta mediante perfluorocarbono seria de hasta el 50% y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria
de alrededor del 3,9%. La diferencia entre estos dos seria de aproximadamente el 50%-3,9%=46,1%.

E. La cantidad de inyeccién de perfluorocarbonos puede ser de 10 ml a 150 ml y respirando oxigeno al 60%. El oxigeno
que se transporta mediante perfluorocarbono seria de hasta el 40% y la cantidad de oxigeno libre en la sangre seria
de alrededor del 5,2%. La diferencia entre estos dos seria de aproximadamente el 60%-5,2%=54,8,4%.

Una cualquiera de las etapas anteriores (A-E) podria tomar un minuto. Sin embargo, para la mayoria de los examenes,
se requeriria solo una de tales etapas de administracion de oxigeno de manera tal que la recopilacion de datos
completa o examen de diagndstico podrian completarse en un minuto. En algunas situaciones clinicas, podria
necesitarse mas de una repeticion, pero resulta poco probable que se pueda obtener mas beneficio al exceder las 10
repeticiones. No existe un periodo de tiempo tedrico de espera entre repeticiones, si esto se considera conveniente,
una pequefia demora no interferiria con el procedimiento, y en la practica, puede ser del orden de 1-2 minutos.

Ademas de resultar util para modelar la funcién metabdlica de tejidos, el método que se describe puede resultar util
para evaluar la funcién metabdlica de tejidos y érganos normales y enfermos. Esto puede compararse con la asistencia
al diagndstico de estados de enfermedad y andlisis de estados de tejidos y 6rganos. Debido a la aplicabilidad general
del método, los tipos de enfermedad que pueden investigarse y diagnosticarse no son limitantes, pero, con fines
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ilustrativos, pueden incluir incidentes isquémicos tales como accidente cerebrovascular; epilepsia; demencia,
incluyendo enfermedad de Alzheimer; esclerosis multiple; cancer y enfermedad cardiaca.

El accidente cerebrovascular constituye la tercera causa de muerte mas comun y la principal causa de discapacidad
severa. El coste para la sociedad resulta también muy alto y el coste promedio por paciente en toda Europa es de
alrededor de 15.000 Euros por paciente durante el primer afio. Las estrategias terapéuticas para tratar un accidente
cerebrovascular se dirigen a limitar la isquemia cerebral mediante reperfusion temprana e interferencia con la cascada
patobioquimica que conduce a muerte celular isquémica (Heiss et al). La terapia solo puede resultar efectiva si existe
tejido cerebral viable que puede salvarse de manera potencial. El término “penumbra isquémica” se usa para definir
este tejido cerebral viable (Baron, Benard Schaller). De manera ideal, se desea estratificar el tejido lesionado a lo largo
de dimensiones hemodinamicas, funcionales y metabdlicas (Hakim AM). La ventana de tiempo potencial para las
diversas opciones de tratamiento resulta variable, debido a que la penumbra puede durar hasta 48 horas en algunos
pacientes (Heiss WD y Marchal ME). La ventana de tiempo para iniciar tratamientos basados en reperfusion es muy
corta (medidas tromboliticas), mas larga para neuroproteccion e incluso mas larga para medidas antiapoptéticas y
antioxidantes. Para todas estas opciones de tratamiento, se necesita establecer en primer lugar la presencia y
magnitud de la penumbra. El diagnéstico por imagenes constituye la tinica manera directa de evaluar la penumbra. El
diagndstico por imagenes de tomografia por emision de positrones (PET) se considera el estandar de referencia para
la evaluacion de los cambios patofisiolégicos en un accidente cerebrovascular temprano (Baron JC 4). Sin embargo,
su uso en la practica clinica no resulta practico, ya que es complejo, costoso y no se encuentra facilmente disponible.

Un estudio piloto usando un modelo de rata ha demostrado tejidos que responden a la exposicion de oxigeno en la
anomalia DW en dos horas y tres horas después de la oclusion. La anomalia DW que se observa después de oclusion
vascular contiene ademas la Penumbra. Por lo tanto, los tejidos en los limites ADC, que respondieron durante un
transcurso de tiempo similar como tejidos normales a la exposicion de oxigeno, son metabdlicamente activos y de esta
manera podrian constituir la penumbra isquémica.

Un estudio piloto en pacientes que sufren de accidentes cerebrovasculares se ha llevado a cabo ademas y sugiere
que la técnica es facil de trasladar a esta situacion clinica.

Epilepsia

La epilepsia o convulsién recurrente es un trastorno comuin con una prevalencia de aproximadamente 1:130 en UK.
La mayoria de epilepsias en adultos son focales. Alrededor del 30% no se pueden llevar a un control satisfactorio
usando tratamiento con medicamentos y se considera tratamiento quirirgico cada vez mas. En estos casos, resulta
muy importante identificar el foco de convulsion para cirugia. Los pacientes se someten a investigacion antes de cirugia
con EEG, MRI estructural, SPECT y PET. El EEG se usa para tomar actividad eléctrica anormal que se genera
mediante el foco de convulsion. Sin embargo, los estudios de EEG superficiales no pueden localizar de manera precisa
la anormalidad en el cerebro. No obstante, esto puede realizarse al colocar electrodos en el cerebro, a pesar de que
esto conlleva riesgos debido a la naturaleza invasiva de la técnica. Estudios han demostrado metabolismo alterado en
el foco de convulsidon. Durante el ictus existen metabolismo y flujo sanguineo aumentados y esto se reduce con
posterioridad a la convulsion. Por lo tanto, las técnicas con la capacidad de demostrar anatdmicamente flujo sanguineo
alterado tal como SPECT y metabolismo alterado tal como PET 18FDG se usan también para demostrar el foco de
convulsién. Sin embargo, las desventajas principales, comunes a estas dos técnicas, consisten en el uso de
radiois6topos y resolucion espacial relativamente limitada. Ademas, el coste de escaneos de PET es muy alto.

Usando el método que se describe anteriormente, los inventores creen que seria posible demostrar el foco de
convulsiéon de manera no invasiva. Las ventajas de MRI consisten en que no usa radiacion ionizante, tiene mayor
resolucion espacial, es ubicua y tiene un coste mas bajo que PET. Un estudio piloto adicional se lleva a cabo usando
esta técnica en paciente con epilepsia seleccionados.

Demencia

La demencia, una disfuncion cerebral progresiva, conduce a una restriccion gradualmente en aumento de actividades
diarias. La demencia no solo afecta a pacientes, sino también a aquellos que los rodean, ya que la mayoria de
pacientes requieren cuidado a largo plazo. El tipo de demencia que mejor se conoce es la enfermedad de Alzheimer.
La Alzheimer’s Society estima que existen actualmente mas de 750.000 personas en UK con demencia. Las teorias
actuales sobre la patogénesis de los signos y sintomas cognitivos de la enfermedad de Alzheimer atribuyen algunos
de estos a una deficiencia de neurotransmision colinérgica. El hidrocloruro de donepezilo, un medicamento que se usa
en la enfermedad de Alzheimer, se plantea para ejercer su efecto terapéutico al mejorar la funcion colinérgica y mejorar
el rendimiento cognitivo en pacientes durante un afo. Este tratamiento con medicamento es costoso y existen muchas
otras causas de demencia para las cuales este tratamiento no resulta efectivo. Por lo tanto, el diagndstico de esta
condicion resulta importante y se logra actualmente usando escaneos de SPECT o PET, que muestran flujo sanguineo
y metabolismo reducidos en los l6bulos temporal y parietal del cerebro. Se plantea que este patrén especifico podria
detectarse ademas mediante los métodos de la presente invencion.

Esclerosis multiple

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2727576 T3

Se cree que MS es una enfermedad autoinmune que afecta el sistema nervioso central (CNS). El CNS consiste del
cerebro, médula espinal, y los nervios épticos. Rodeando y protegiendo a las fibras nerviosas del CNS se encuentra
un tejido adiposo que se denomina mielina, que contribuye a que las fibras nerviosas conduzcan impulsos eléctricos,
La mielina no solo protege a las fibras nerviosas, sino que también hace que la conduccion sea posible. Cuando la
mielina o la fibra nerviosa se destruyen o dafian, la capacidad de los nervios de conducir impulsos eléctricos hacia y
desde el cerebro se interrumpe, y esto produce los diversos sintomas de MS. Los escaneos de MRI constituyen la
manera mas sensible de detectar las lesiones en MS. Sin embargo, los escaneos de MRI simples no pueden diferenciar
de manera activa lesiones inflamadas a partir de lesiones anteriores que han sanado. Los escaneos mejorados con
gadolinio pueden demostrar de manera activa lesionas inflamadas a medida que la barrera hematoencefalica se
interrumpe. Debido a que el metabolismo de una lesién activa se diferenciaria de las lesiones anteriores que han
sanado, se plantea que los métodos de la presente invencion podrian demostrar las lesiones inflamadas de manera
activa sobre esta base.

Cancer

Mas de 270.000 pacientes nuevos se diagnostican con cancer anualmente en UK. El diagndstico por imagenes
transversales usando MRI y CT, tiene actualmente un rol central en cuanto al manejo de pacientes con enfermedad
maligna. Este rol incluye diagnostico inicial y estadificacion, monitoreo de respuesta a tratamiento y reconocimiento
de complicaciones. El uso del tamafio como un criterio de compromiso nodal linfatico tiene sus limitaciones. Los tejidos
tumorales tienen un nivel mas alto de metabolismo y esto se ha usado para detectar diseminacién de cancer en
nodulos linfaticos, mediante combinacion de escaneos de CT estructurales con - PET 18FDG. Se cree que la técnica
que se describe anteriormente demostrara tejidos que son metabodlicamente diferentes, y que, con escaneos de MRI
estructurales de alta resolucion, puede reemplazar el cancer que se estadifica por PET-CT. Esto tendra un impacto no
solo en los costes sino también en la capacidad de entregar resultados rapidamente, ya que los escaneres de MRI
son ubicuos y la técnica resultara facil de trasladar clinicamente. Como el diagnéstico por imagenes de MRI no usa
radiacion ionizante, le respuesta de tratamiento puede monitorearse mas estrechamente, debido a que no existen
limitaciones del nimero de veces para que el paciente o los intervalos de tiempo antes del diagnéstico por imagenes
puedan repetirse. Por lo tanto, el presente método podria usarse en estadificacion de canceres de cabeza y cuello,
canceres pulmonares, canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios, linfoma y melanoma. Esta capacidad
para monitorear el desarrollo o progresion de cancer a partir de un tumor primario a metastasis al dirigirse a un tejido
en particular (por ejemplo, nédulos linfaticos) u érganos (por ejemplo, higado) resulta un desarrollo significativo en
cuanto al cuidado de los que sufren de cancer. El método puede usarse ademas para diferenciar recurrencia tumoral
a partir de necrosis tumoral en gliomas cerebrales.

Diagnéstico por imagenes cardiacas

En UK, 140.000 personas mueren cada afio por enfermedad cardiaca. El estrechamiento de las arterias coronarias
puede dar como resultado suministro insuficiente de sangre al corazén, especialmente en momentos de estrés fisico
o emocional. El estrechamiento de las arterias se debe al depésito de placas de colesterol en la pared interna de la
arteria. La falta de sangre oxigenada debido a enfermedad de arteria coronaria origina que el musculo cardiaco se
dirija a metabolismo anaerdbico, produciendo un dolor parecido a un calambre que se conoce como angina. La falta
de oxigeno por mas de un periodo breve origina isquemia y/o muerte celular muscular. La angiografia coronaria por
tomografia computada (CTCA) es una técnica para deteccién no invasiva del estrechamiento de un vaso sanguineo
(estenosis coronaria). La CTCA constituye una herramienta excelente para descartar enfermedad de arteria coronaria
relevante, pero no todas las placas o lesiones de las arterias coronarias originan reduccioén significativa de flujo
sanguineo al corazon. El diagnéstico por imagenes de perfusion miocardica (flujo sanguineo) usando tomografia
computada de emision de fotén unico (SPECT) es un método establecido para evaluar el significado fisiolégico de
lesiones coronarias en pacientes con dolor de pecho. Combinar estas dos modalidades de diagnéstico por imagenes
del corazén ha proporcionado informacion tanto anatomica como fisiolégica para mejor manejo de isquemia cardiaca.
Ahora, la MRI cardiaca proporciona ademas una imagen precisa del corazén. Puede capturar el latido del corazén en
tiempo real al representar por imagen hasta 50 cuadros por segundo en una secuencia que se dispara mediante una
magquina de electrocardiograma (EKG). Estas capacidades permiten que se puedan observar las arterias coronarias
con suficiente detalle como para determinar si la acumulacién o bloqueo de placa ha ocurrido. La MRI cardiaca puede
determinar ademas la magnitud de dafio muscular a continuaciéon de un ataque cardiaco, debido a que la MRI tiene
buen contraste de tejido blando y de esta manera puede identificar las diferencias sutiles entre musculos cardiacos
normales y anormales. Sin embargo, esto es todavia informacién que resulta todavia estructural solamente. De manera
ideal, se requeriria informacion que seria capaz de estratificar tejidos afectados sobre la base de la funcién. Los tejidos
cardiacos que son funcionalmente activos tendran mayor metabolismo y, por lo tanto, el diagnéstico por imagenes del
corazoén usando el método actual puede estratificar tejidos que son normales, isquémicos e infartados.

De manera ventajosa, el método de la presente invencién esta previsto para tener aplicacion en el manejo de muchas
enfermedades comunes. Un beneficio de los procedimientos que se describen en la presente yace en el hecho de que
los datos con respecto a la funcion metabdlica (o disfuncion) de tejido se encuentran disponibles en tiempo real,
produciendo informacion valiosa sobre tejido viable, y permitiendo una decision rapida para tomar si se debe
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considerar una intervencion o procedimiento como una consecuencia de un diagnostico hecho sobre la base de los
datos recopilados.

La invencion encuentra utilidad en la investigacion de soporte en cuanto a enfermedad y trastornos degenerativos y
en diagnostico y tratamiento de soporte de condiciones que pueden ser mortales o de otra manera reducir la calidad
de vida de una persona. De este modo, la invencion se puede aplicar para monitorear estadios de cancer, por ejemplo,
para evaluar metastasis, normalmente propagacion del cancer a partir de un tumor primario a ndédulos linfaticos o
migracion a través de otro sistema circulatorio o en un érgano tal como el higado.

La invencién encuentra también utilidad en estudio de medicamentos, y evaluacion de efectos de administracion de
un agente terapéutico o profilactico en tejido blando o un 6rgano mediante la ejecucion del método de los aspectos
primero y segundo que se describen anteriormente en la presente conjuntamente con administracion simultanea o
secuencial de dicho agente, y evaluacion de funcion metabdlica para determinar cambios que se atribuyen a efectos
de dicho agente.

Modificaciones y mejoras adicionales pueden agregarse sin abandonar el alcance de la invencion que se describe en
la presente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagndstico por imagenes de una funcion metabdlica en un area diana de un organismo usando
imagen de resonancia magnética (MRI), comprendiendo el método las etapas de:

i) obtener una primera medicién de lactato en un area diana del organismo;
ii) administrar oxigeno a dicho organismo;

iii) obtener una segunda medicién de lactato en un area diana del organismo a continuacion de dicha administracion
de oxigeno;

iv) comparar dichas mediciones primera y segunda mediante un escaner de MRI para obtener datos con respecto a
las cantidades relativas de lactato que se presenta en dicha area diana antes y a continuacion de la administracion
del oxigeno, y

v) correlacionar dichos datos con respecto a la funcién metabodlica del area diana mediante el escaner de MRI.
2. El método de la reivindicacion 1, en el que el oxigeno se administra mediante inhalacion.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que la etapa v) incluye procesar los datos para evaluar dicha funcion
metabdlica.

4. El método de las reivindicaciones 1, 2 0 3, en el que la obtencién de una medicién de lactato comprende la obtencion
de uno o mas de imagenes de MRI del area diana.

5. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una secuencia de MRI,
caracterizada porque la secuencia comprende una combinacién de generacion de pulsos a medida para reducir
saturacion de agua y grasa, optimizacion de la frecuencia de pulsos para el diagnostico por imagenes de lactato y
utilizacion de un método de diagnostico por imagenes de adquisicion rapida con realce de la relajacion (RARE) para
medir la resonancia magnética en el area diana, y/o, de manera opcional, en el que el método comprende ademas
una o mas técnicas de MRI que se seleccionan a partir de diagnostico por imagenes RARE potenciadas en To,
diagndstico por imagenes potenciadas en difusion (DWI), diagnéstico por imagenes de perfusion (PWI),
espectroscopia de 1H localizado y diagndstico por imagenes de diferencia de lactato (LDI).

6. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los datos obtenidos se procesan para producir
un mapa metabolico del area diana.

7. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la administracion de oxigeno se contindia por
un periodo suficiente para retirar todo el lactato del area diana.

8. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el area diana se selecciona a partir del grupo
que consiste de una region de tejido y un érgano, de manera opcional, en el que el area diana es el cerebro.

9. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el oxigeno se administra una vez en una dosis
Unica; o en el que el oxigeno se administra como una pluralidad de dosis sucesivas; o en el que el oxigeno se
administra en concentraciones diferentes; o en el que la cantidad de oxigeno que se administra se aumenta de manera
lineal; o en el que la cantidad de oxigeno administrado se administra en incrementos en aumento, de manera opcional,
en el que se proporciona un periodo de tiempo corto entre cada incremento.

10. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la administracién de oxigeno es en etapas
incluyendo una etapa de nivel bajo, y, al menos, una etapa de un nivel elevado en comparacién con la etapa de “nivel
bajo”, en el que, de manera opcional, el método comprende ademas una etapa de nivel bajo final o “etapa de
descanso”.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el método de diagndstico por imagenes
comprende escaneo de imagenes de resonancia magnética de O, potenciadas en T»*.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la funcién metabdlica se determina en un
paciente que se encuentra afectado por una condicion que se selecciona a partir del grupo que consiste de trastornos
circulatorios incluyendo accidente cerebrovascular, trastornos neuronales incluyendo epilepsia (convulsion
recurrente), y demencia, disfuncionalidades cerebrales progresivas, enfermedades autoinmunes incluyendo esclerosis
multiple, disfuncionalidad neoplasica de tejido blando incluyendo canceres de la cabeza y cuello, canceres de pulmén,
canceres gastrointestinales, canceres genitourinarios, linfoma, y melanoma o, de manera opcional, en el que la funcion
metabdlica se determina y utiliza como un medio para diferenciar recurrencia tumoral a partir de necrosis tumoral.
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13. El método de la reivindicacién 3, que comprende las etapas adicionales de:

vi) repetir etapas i) a v) anteriores conjuntamente con administracion simultanea o secuencial del agente terapéutico,
y evaluar la funcidon metabdlica para determinar cambios que se atribuyen a efectos del agente terapéutico.

14. Un escaner de MRI que se configura para:
i) generar datos de imagenes de referencia del area diana de un organismo antes de la administracion de oxigeno;

ii) obtener datos de diagnostico por imagenes adicionales del area diana de un organismo a continuacion de dicha
administracion de oxigeno;

i) procesar dichos datos de diagndstico por imagenes para obtener datos con respecto a las cantidades relativas de
lactato que se presenta en dicha area diana a continuacion de dicha administracién de oxigeno, y correlacionar dichos
datos con respecto a la funcién metabdlica del area diana,

en el que dicho escaner de MRI se configura ademas para ejecutar una secuencia para representar por imagen sefial
de “cambios del lactato” que comprende

i) generar pulsos a medida para reducir saturaciéon de agua y grasa,
ii) optimizar la frecuencia de pulsos para el diagnéstico por imagenes de lactato y

iii) utilizar un método de diagndstico por imagenes de adquisicion rapida con realce de la relajacion (RARE) para medir
la resonancia magnética en el area diana.

15. El escaner de MRI de la reivindicacion 14 que se configura ademas para realizar una o mas técnicas de MRI que
se seleccionan a partir de diagndstico por imagenes RARE potenciadas en T,, diagnéstico por imagenes potenciadas
en difusion (DWI), diagnostico por imagenes de perfusion (PWI), espectroscopia de 1H localizado y diagnostico por
imagenes de diferencia de lactato (LDI).

16. El escaner de MRI de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 15 que se configura ademas para procesar los
datos que se obtienen para producir un mapa metabdlico del area diana.

17. El escaner de MRI de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que el area diana se selecciona a partir
del grupo que consiste de una regién de tejido y un érgano.
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Figura 9
a
Cambio de lactato en voxel de nicleo isquémico en
cambio de Aire a oxigeno al 100% a continuacion de
1.5 ml de GOLD PFC
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Cambio de lactato en voxel de penumbra a
partir de oxigeno a aire
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Cambio de lactato en vaxel de contralateral en cambio de Aire a
i al 100% a inuacion de 1,5 ml de GOLD PFC
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