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Resumen

Este trabajo se compone de seis partes independientes entre si, pero unidas por un lazo

comun: el estudio de métodos cuantitativos de datos obtenidos de imagenes adquiridas

mediante tomografia por emision de positrones (PET).

Una imagen tomografica permite inferir informacion de la anatomia y fisiologia de
sistemas vivos de forma visual, a fortiori, la cuantificacion matematica de los datos de una
tomografia permite la obtencién de informacion que se relaciona de forma precisa con la

anatomia y los procesos fisioldgicos y metabdlicos.

En el capitulo uno, se presentan y analiza la confiabilidad de diversos métodos usados
para cuantificar datos dinamicos PET. Estos métodos usan una region de referencia para
obtener valores cuantitativos de forma no invasiva. Se calcula con distintos métodos la
captacion del radiofarmaco '"C-DTBZ en cuerpo estriado de ratas sanas para determinar
la reproducibilidad de cada uno de ellos. Estos métodos requieren de la adquisicion de

datos dinamicos durante mas de una hora.

En el capitulo dos, se propone un nuevo método para obtener valores cuantitativos de
datos PET reduciendo el tiempo de adquisicion, usando una modificacion del método de
Logan a datos dinamicos adquiridos en tiempos menores a los usados convencionalmente
que suelen ser >1h. Para este estudio se analizaron imagenes de ratas sanas y un
modelo animal de la enfermedad de Parkinson, ademas de aplicarlo a estudios en
humanos con la enfermedad de Parkinson y controles sanos, obteniendo un método

cuantitativo confiable usando tiempos cortos de adquisicion (desde 15 minutos).

En el capitulo tres, se muestra una aplicacion para cuantificar datos PET, dinamicos y
estaticos, usando imagenes obtenidas con "F-FFMZ y '®F-FDG de pacientes con
epilepsia y controles sanos. El objetivo del trabajo fue clasificar regiones corticales de
forma semiautomatica de pacientes, comparados con los controles sanos, presentando un

método usuario-independiente para localizar regiones de captacion anormal.



El cuarto capitulo discurre en torno al analisis a nivel pixel de imagenes cerebrales PET,
comparando la captacion de dos radiofarmacos (a distintos tiempos) en el mismo sujeto.
Se introduce la normalizaciéon anatémica de imagenes PET de cerebros humanos, que
permite la comparacion a nivel pixel intra- e inter-sujeto. La hipétesis de este trabajo es
que la cuantificacion combinada de dos radiofarmacos es mejor que su analisis de forma
independiente. En este capitulo se analiza la captacion de los radiofarmacos '"C-DTBZ y
"C-RAC en cuerpo estriado de sujetos sanos y enfermos con Parkinson, el primero pre- y
el segundo postsinaptico, usados para el estudio de la via dopaminérgica. Se propone un
método nuevo de cuantificacion, analizando como vectores a las combinaciones de
captaciéon a nivel pixel de ambos radiofarmacos. Se encontré que los datos analizados
como vectores, correlacionan mejor con la clinica comparado con la informacion analizada

de forma independiente.

El quinto capitulo versa sobre una técnica de reciente creacién y poco explorada en PET:
la radiébmica. La radibmica permite obtener cientos de parametros de una imagen que han
demostrado ser de gran utilidad en la cuantificacion de imagenes oncoldgicas. En este
trabajo se estudia la posibilidad de aplicar esta nueva técnica a aplicaciones neurolégicas
no oncolégicas, para discriminar sujetos control de pacientes con Parkinson, usando
imagenes adquiridas con '"'C-DTBZ. Aunque la muestra es pequefia (7 enfermos y 4
controles), se muestra el método como prueba de concepto, encontrando resultados
alentadores que permiten clasificar estadisticamente los dos grupos usando parametros

obtenidos de la radidmica de forma semiautomatica.

El sexto capitulo engloba la cuantificacion completa mediante modelos compartimentales
y muestras de sangre, usada para validar métodos mas simples usados en clinica como el
valor de captacion estandarizado (SUV, por sus siglas en inglés). Para lo anterior se
utilizaron datos de imagenes adquiridas con el radiofarmaco '®F-FLT de pacientes con
cancer de pulmon que recibieron un tratamiento, midiendo el cambio de captacion a los
siete y 28 dias de iniciado su tratamiento, midiendo la diferencia porcentual con los

distintos métodos.



Abstract

Positron emission tomography is a powerful molecular imaging technique that allow to
infer in vivo different biologic processes by the quantification of the image data; this work

focuses on methods to obtain quantitative parameters.

Chapter one is an evaluation of the reliability and reproducibility of different reference
tissue-based methods to determine the non-displaceable binding potential (BPnp) as a
quantitative measure of '"C-DTBZ binding to the VMAT2 in rat striatum using cerebellum

as reference region.

In chapter 2, we evaluated the impact of applying Logan reference tissue method in non-
zero conditions in different species. Quantitative graphical analysis of PET images
requires the acquisition of time consuming dynamic data from the moment of dose
injection until the kinetics reaches certain equilibrium. There are some cases where it is
difficult to acquire dynamic data from the moment of injection, compromising the accuracy
of quantification with limited data. Graphical analysis methods are commonly used in
quantitative PET data analysis because of their simplicity and model independence. These
methods can be applied with input functions acquired from blood sampling measurements

or using a time activity curve from a reference region without specific uptake.

The aim of chapter 3 was to determine brain differences between healthy controls and
epileptic patients by automatic segmentation of parametric maps of brain uptake of ®FFMZ
using a reference tissue (pons) without specific uptake and also comparing the glucose

brain uptake using "*FDG.

Chapter 4 shows a pixel-wise analysis of pre- and post-synaptic PET images in
Parkinson's disease (PD) and healthy controls. We hypothesized that pixelwise analysis
could provide information not only on the stage of the disease, but also to differentiate PD
from other movement disorders. PET images obtained with "'C-DTBZ and "'C-RAC were

analyzed in this study.

The analysis of PET data using new computation techniques such as radiomics is a

growing area of research in imageology. This technique has been poorly investigated with



PET images, henceforward in this chapter, the application of radiomics to neuroPET data
was investigate comparing PD patients and healthy controls, finding promising results to

discriminate between the two groups.

Full quantitative analyses of dynamic PET studies are essential to validate the use of
simplified methods and metrics, such as SUVs. However, full quantitative kinetic analysis
requires the use of a metabolite corrected plasma input function. The measurement of
parent fractions is often associated with poor signal to noise ratio, measurement errors
and it is labor intensive. In the last chapter, we investigated if parent fractions could be
estimated directly from plasma and blood activity concentrations thereby obviating the
need to perform metabolite analysis and/or use estimated values for quality control

purposes. In addition, we compare full analysis values with simplified values.
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Glosario

BP: Potencial de union

CT: Tomografia Computarizada

DVR: Cociente de volumen de distribucion

MC: Modelo compartimental

MRI: Imagen por Resonancia Magnética

PET: Tomografia por Emisién de Positrones

Positron: Antiparticula del electron con masa idéntica, pero carga positiva

PD: Enfermedad de Parkinson

ROI: Region de interés

TAC: Curvas de actividad vs tiempo

VOI: Volumen de interés
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“i'Y todavia hay quién se enorgullece de tener ideas brillantes! No: las ideas nos tienen a nosotros, nos
subyagan y al cabo nos gobiernan, somos maquinas a su servicio. Eso si: ingratas e infieles, al menor
descuido saltan a otra mente, siempre dispuestas a abandonarnos por un mejor prospecto, alguien capaz de

mimarlas y profundizar en ellas con mayor eficacia”

Jorge Volpi en Leer la mente, el cerebro y el arte de la ficcion.
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Introduccion general

i

“In God we trust. All others must bring data.’

W. Edwards Deming

En las ultimas tres décadas, el enorme desarrollo que se ha dado de las distintas

técnicas tomograficas ha permitido obtener imagenes anatomicas de alta resolucion
espacial de sistemas vivos (resonancia magnética y tomografia computada) in vivo, de
manera no invasiva, ademas de permitir inferir un vasta gama de procesos fisioldgicos,
metabdlicos y bioquimicos a nivel celular y molecular (espectrometria por resonancia
magnética nuclear, resonancia magnética funcional, tomografia por emision de positrones

y tomografia computarizada por emision de fotén unico).

Todos estos métodos aportan informacion anatdomica y/o fisiolégica, ayudando al
entendimiento de numerosos procesos bioldgicos y cognitivos a nivel clinico y de
investigacion. A nivel clinico, la imagenologia contemporanea es usada para el
diagnostico, seguimiento y entendimiento de un gran numero de patologias oncoldgicas,
neurolégicas y cardiolégicas. A nivel investigacion, las tomografias han aportado
invaluable informacién anatémica y de procesos fisioldgicos subyacentes a diversas

enfermedades y también en procesos normales.

Este trabajo se enfoca en la técnica de tomografia por emision de positrones (PET, por
sus siglas en inglés), basada en la deteccion simultanea de radiacion gamma emitida por
fotones de 511 keV provenientes de la aniquilacion del par positron-electrén siguiendo la

biodistribucion de un radiofarmaco marcado con un emisor de positrones.

Tomografia por emision de positrones

La imagenologia PET es una técnica in vivo que permite la medicién de parametros
bioquimicos por medio de la deteccién de farmacos marcados con radionuclidos emisores
de positrones. Un positron es la antiparticula del electrén, con la misma masa, pero con
carga eléctrica de +1e. Los farmacos marcados radioactivamente son llamados

radiofarmacos. Después de la administracién del radiofarmaco (via sanguinea, oral o
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respiratoria) y de distribuirse en el tejido vivo, después de un tiempo, el radiofarmaco se
acumula en el sitio de unién especifico para cada radiofarmaco el cual es el principal sitio

de interés a ser detectado en la imagen.

Cuando un positron es emitido del radionuclido emisor de positrones, este viaja una corta
distancia, usualmente de entre 0-3 mm, dependiendo de la energia cinética del positrén y
de la densidad del medio. Mientras viaja a través del tejido, el positrén pierde su energia
cinética debido a interacciones electromagnéticas con los electrones del medio., hasta
que finalmente, el positrdn se encuentra con un electrén y las dos particulas se aniquilan,
convirtiendo sus masas en dos fotones gamma, que son emitidos en direccion opuesta
(180° si la energia cinética del par electron-positron (positronio) al momento de la
aniquilacion es cero, ligeramente desviado de 180° si existe energia cinética al momento
de la aniquilacion). Basados en la ecuacion de Einstein de conversion masa-energia, E =
mc?, la masa de un positrén y un electron se convierte en dos fotones gamma con una
energia de 511 keV cada uno. Los dos fotones son detectados por una camara PET, la
camara solo registrara el evento cuando dos fotones, con energia apropiada (511keV +
15%, aproximadamente) son detectados en un pequefio intervalo de tiempo (ns) a 180°
(deteccion en coincidencia). El lugar donde la aniquilacion sucede puede ser localizado

midiendo una gran cantidad de pares de fotones que son producidos en la misma region.

Los radionuclidos emisores de positrones mas usados en estudios PET son '°0, N, "'C y
F, con vidas medias de 2, 10, 20.3, 109.8, minutos, respectivamente. Los radionuclidos
0, N, 'C tienen vida media corta, por lo tanto, se requiere de su produccién en un
ciclotron en el centro donde se realizaran los estudios. Algunas ventajas del uso de
radionuclidos de vida media corta son la posibilidad de realizar multiples estudios del
mismo sujeto en un corto periodo y con baja radiacién ionizante (la radiacién ionizante es
radiacion que tiene alta energia y es capaz de ionizar moléculas). Existen también
isotopos de vida media larga (>1h) usados en PET como %Ga (68 min) y ®*Cu (12.7 h)
que tienen la ventaja de poder ser transportados del ciclotrén a centros PET periféricos

sin ciclotron, ademas de permitir seguir procesos biolégicos de metabolismo lento.
La forma de producir la mayoria de los radionuclidos usados en PET es por medio de un

ciclotron, el cual acelera iones negativos de hidrégeno en érbitas semiespirales, para

producir un haz de protones. Los iones son acelerados por medio de electrodos que
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proporcionan energia eléctrica, la aceleracion del haz ocurre en un campo magnético
producido por una bobina electromagnética, el campo magnético proporciona la fuerza
para curvar el haz que origina que las particulas del recorran 6rbitas semiespirales hacia
el radio de extraccion, sitio donde las particulas han alcanzado la energia deseada para la
reaccion nuclear que genera al radioisétopo emisor de positrones, el cual es unido por

diversos métodos quimicos a algun farmaco o molécula de interés.

Una de las grandes ventajas de la medicina nuclear es la gran diversidad de
radiofarmacos que se han desarrollados ex profeso, permitiendo dirigirlos a blancos
moleculares especificos para evaluar los procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos a nivel
molecular por medio de la cuantificacion de proteinas, receptores, trasportadores o

procesos bioldgicos in vivo (Serdons et al., 2009).

La captaciéon del radiofarmaco depende de su distribucion, retencién y eliminacion; las
tasas de transferencia a las que ocurren estos procesos, son dependientes de varios
factores: del flujo sanguineo que transporta el radiofarmaco, de la eliminacién del
radiofarmaco desde la sangre a los tejidos, del metabolismo del radiofarmaco en el tejido
y de la unién del radiofarmaco a los sitios especificos o inespecifico (Cunningham et al.,
2004). Todos estos procesos son dinamicos, i.e., dependientes del tiempo, lo anterior
implica que la distribucion del radiofarmaco cambia a lo largo del tiempo, por tal motivo,
para determinar parametros cuantitativos de procesos fisioldégicos o bioquimicos, es
necesario obtener informacion del radiofarmaco a lo largo del tiempo en los diferentes

érganos o tejidos de interés.

Lo anterior, puede obtenerse mediante un protocolo de adquisicién de datos dinamicos,
que consiste en una serie de imagenes obtenidas desde el momento de la administraciéon
del radiofarmaco hasta que este alcanza un cierto estado de equilibrio. Una vez que se ha
acumulado el conocimiento suficiente de los procesos farmacodinamicos del
radiofarmaco, es posible el desarrollo de protocolos simplificados de imagenes estaticas
(Figura 11, izquierda) que proveen informacion relevante relacionada con la funcién

bioldgica de interés sin la necesidad de adquisicion dinamica.

Un estudio dinamico requiere de la adquisicion de varias imagenes durante un intervalo

de tiempo (figura 11, derecha), de donde se pueden obtener curvas de actividad contra
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tiempo (figura 12) que representan la concentracion de actividad a lo largo del tiempo en

las distintas regiones de interés.

Imagen estatica Imagenes dindmicas

ts2 A
t=8

t=18

Figura I1. Imdgenes transversales de un estudio cerebral PET de "'DTBZ obtenidas de forma estdtica (izquierda) y

dinamica (derecha).

En imagenes de medicina nuclear, la dimension temporal juega un papel muy importante
en términos del tiempo y duracién en que se adquiere después de la inyeccion del
radiofarmaco (Erlandsson, 2011), por tal motivo, es imprescindible estandarizar protocolos

de adquisicion que permitan obtener datos confiables y reproducibles.
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Figura I2. Curva de actividad versus tiempo de la captacion de ' DTBZ en putamen (superior) y corteza occipital
(inferior) de un estudio en humano.

El andlisis de la informacion cinética se realiza mediante modelos matematicos de la
farmacocinética y farmacodinamia del radiofarmaco en los distintos tejidos, usualmente

utilizando técnicas de modelado compartimental.

Muchas veces es posible obtener informacion util de una imagen PET estatica de corta
adquisicion, permitiendo a los especialistas inferir un diagnéstico realizando un analisis
visual de la imagen, sin embargo, el potencial de la informacién que se puede obtener de

una imagen solo resplandece a la luz del analisis cuantitativo.

Modelado compartimental

Como ya se menciond, para obtener parametros que se relacionan con procesos
fisiologicos de una imagen PET se requiere del modelado compartimental (MC) ya que es
el método mas preciso para analizar datos PET (Tornasi et al., 2011). EI MC describe la
interaccion de un radiofarmaco en el metabolismo en un determinado numero de estados

fisico o quimicos (compartimentos) con una determinada cantidad de interconexiones.

El modelado permite estimar constantes de tasas de transferencia, las cuales son utiles
para determinar medidas fisioldgicas de interés como el volumen de distribucion, la

densidad de receptores disponibles, la afinidad de un radiofarmaco por el receptor, tasas
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metabdlicas de transferencia, union receptor-ligando, etc. Los MC requieren de imagenes
adquiridas de manera dinamica, es decir informacion de la concentracion de actividad del
radiofarmaco en funcién del tiempo y muestras del flujo arterial sanguineo como funcion
de entrada del sistema (para algunos radiofarmacos es posible usar un 6érgano de

referencia sin captacion especifica).

En el MC se asume que el radiofarmaco es transportado entre un numero finito de
compartimentos distintos que pueden representar regiones separadas en el espacio (e.g.,
vascular, intestinal, o espacio intracelular) o, alternativamente, diferentes estados
quimicos (compuesto no metabolizado o parent fraction, productos metabolizados, unién a
receptor o moléculas). La tasa de transferencia de un compartimento a otro es
proporcional a la concentracion en el compartimento de origen y a la constante de
transferencia. En general, un modelado compartimental es descrito por un sistema de
ecuaciones, donde cada ecuacién corresponde a la suma de todas las tasas de

transferencia de un compartimento especifico i:

d
TGO = )k GO~k )

J_
i=1..N

Donde Ci(t) es la concentracion de radiofarmaco en el compartimento i al tiempo ¢, N es el
namero de compartimentos en el modelo y kj es la tasa constante de transferencia al

compartimento i del compartimento j.

Cuando la concentracion del compuesto en un compartimento no cambia con el tiempo se
dice que el compartimento llegd a un estado de equilibrio, y cuando todos los
compartimentos llegan a ese estado se dice que el sistema ha alcanzado el estado de

equilibrio.

En organismos vivos, la sefial que se puede medir de una imagen PET en cierta regién o
tejido, no es senal debida solamente a la captacion especifica del radiofarmaco en ese
sitio; el radiofarmaco puede transformarse en metabolitos marcados radioactivamente que
interaccionan con el tejido de forma distinta a la del radiofarmaco pero contribuye a la
senal, ademas de la senal de interacciones del radiofarmaco con sitios no especificos de
unioén o impurezas del radiofarmaco; separar la sefial de cada componente es el objetivo

de los MC. Para ejemplificar la situacion, supongamos que el plasma transfiere y recibe el
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radiofarmaco o algun metabolito de él al tejido; en este caso ocurren dos procesos
distintos que pueden estudiarse como dos compartimentos: en el primer no existe
captacion especifica del radiofarmaco mientras que, en el segundo, se va acumulando (de
forma especifica) a lo largo del tiempo; la sefial que podemos detectar en tejido de la
imagen es la suma de los dos procesos (ver figura 3, izquierda). Para obtener las tasas de
transferencia ki entre estos compartimentos y plasma se realiza el MC, representado en la

figura 3 del lado derecho.

A
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Figura I3. Seiial obtenida de una imagen dinamica PET de la captacion del radiofarmaco en un tejido (linea continua) y
su separacion en dos sefiales (lineas discontinuas) provenientes de captacion especifica (C;) e interacciones inespecificas
(C1) y la representacion esquematica de los dos compartimentos en un tejido de interés (C;y C,) con las tasas de
transferencia entre ellas y hacia/desde plasma (derecha).

El MC puede ser de dos tipos, compartimentos reversible o irreversible dependiendo de la
captacion de cada radiofarmaco en cada tejido. EI modelado irreversible es aquel que
contiene al menos un compartimento que no tiene salida del radiofarmaco mientras que el

reversible no tiene ninguno (Figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica de dos compartimentos. El modelo consiste en tres componentes, las cuales son
expresadas a lo largo del tiempo como curvas de actividad, la funcion de entrada Cy(t), consiste en sangre arterial. El
compartimento C(t) representa al radiofarmaco no unido al tejido, mientras que Cx(t), el unido. De lado izquierdo se

representa la interaccion irreversible y de lado derecho, un esquema de radiofarmaco de cinética reversible. Adaptado de
(Lietal, 2014).

Un factor que complica los procedimientos de cuantificacion es la presencia de
metabolitos radiactivos, estos metabolitos pueden ser originados en drganos periféricos
como higado, rifidn, pulmoén, etc. y regresarlos al torrente sanguineo, contribuyendo a la
sefal que se obtiene en la imagen, por lo tanto, cuando se esta investigando la
farmacocinética de un nuevo radiofarmaco o en una nueva especie es necesario dividir el

plasma y sangre para el estudio de metabolitos.

Los parametros obtenidos del modelado compartimental son llamados micro parametros
(ki) los cuales no pueden ser determinados con un alto grado de precisién debido al ruido
presente en los datos, por lo tanto, varios macro parametros son usados usualmente
como medida de salida; los macro parametros son mas robustos y pueden interpretarse
facilmente, para procesos reversibles éstos son el potencial de unién y el volumen de

distribucion.

El volumen de distribucion total (V) se define como el cociente entre la concentracion del
radiofarmaco en tejido y la que hay en plasma o el tejido de referencia en equilibrio; Vt es

expresado en unidades de [ml/ml] o (mL/g).
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El potencial de union no desplazable (BPnp, por sus siglas en inglés) es la principal
medida en estudios de neuroreceptores, definido como:
BPyp =L —1=DVR—-1 (1)
VND

Donde Vnp es el volumen de distribucién del compartimento no desplazable, relativo a la
concentracion total en plasma, el término Vi/Vnp es llamado tasa de volumen de
distribucion (DVR, por sus siglas en inglés). El BPnp es una medida que indica que tan
eficiente el radiofarmaco se une de forma especifica a su blanco El calculo de DVR no
necesariamente requiere muestras de sangre, puede ser calculado usando una regién de
referencia sin union especifica del radiofarmaco, simplificando la implementacion de
métodos cuantitativos derivados de informacién obtenida unicamente de las imagenes
PET. Con este fin, diversos métodos de referencia han sido desarrollados para obtener
valores cuantitativos, y a continuacion, se muestra una breve descripcién de algunos de

ellos.

Métodos de tejido referencia

Distintos métodos han sido desarrollados para obtener el valor BPnp utilizando modelos
no invasivos mediante el uso de tejidos de referencia, algunos de ellos son: el modelo
simplificado de tejido de referencia (SRTM, por siglas en inglés) (Gunn et al., 1997;
Lammertsma et al., 1996), el método de tejido de referencia de Logan (LRTM, por sus
siglas en inglés) derivado del método grafico de Logan (Logan et al., 1996) y el modelo
multilineal de tejido de referencia (MRTM, por sus siglas en inglés) de Ichise (Ichise et al.,
2003, 1996).

El SRTM es una simplificacion de un modelo previo que estimaba cuatro parametros,
reduciendo el modelo a tres parametros asumiendo que el volumen fraccional en sangre

es igual en el tejido de referencia y en el de interés, obteniendo la siguiente expresion:

_kz

) C'(t)®e(1+BPNDt)

lez
1+BPnp

CO = Ry C'® + (k; - 2)

Donde C(t)y C’(t) son las curvas de concentracion de actividad vs tiempo en la region de

interés y de referencia, respectivamente, R1 es la tasa de transferencia en la region de
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interés relativa a la region de referencia y kz es una tasa constante de eliminacion del
radiofarmaco (Salinas et al., 2014). Los tres parametros que se infieren de este modelo

son: R4, ko, y BPnp (Lammertsma and Hume, 1996).

El modelo LRTM, es una ecuacioén lineal de primer orden, donde se obtiene el valor DVR
de la pendiente de la regresion lineal a un tiempo de equilibrio t*, usando una region de
referencia sin union especifica del radiofarmaco (Logan et al., 1996) expresado en los

siguientes términos:

fOTC(t)dt _ fOTC’(t)dt
«m (D

+b (3)
donde b es la ordenada al origen de la regresion lineal, la cual es constante después de

un tiempo de equilibrio t*.

El MRTM original (Ilamado MRTMo) es una adaptacion del método de Logan desarrollado
para disminuir el error proveniente del ruido en las medidas, obteniendo la siguiente

ecuacion (Ichise et al., 1996):

fOTC(t)dt_ V_TfOTC'(t)dt vr C(T)
C(T) Vnp C(T) Vnpk'z C(T)

+b (4)

donde V7 y Vnp son los volumenes de distribucidon correspondientes y k' es la tasa
contante de eliminacion de la region de referencia al plasma. En esta ecuacion, DVR =
V1/Vnp. El modelo MRTMo fue modificado a MRTM2 y usado para estimar el valor k'
(Ichise et al., 2003). Modificando la ecuacion 4, y fijando k’> como constante, una version

de dos parametros del modelo es obtenida:

VND

C(T) = —V—T(fOTc’(t)dtJric’(t)) + 1) cvdt (5)

Donde los dos parametros a inferir son: vy = - y y2 = % . La tasa constante de

eliminacién (k'2) en este modelo es estimada del MRTMo (Ichise et al., 2003). Debido a

que MRTM2 estima un menor numero de parametros, se espera que sea un modelo mas
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robusto comparado con MRTMo, en especial en niveles altos de ruidos y en imagenes

parameétricas a nivel voxel (Ichise et al., 2003).

Todos los modelos anteriores, asumen que existe una region de referencia sin unién
especifica del radiofarmaco y que el volumen de distribucion no desplazable es el mismo

en la region de interés y en la de referencia.

Estos métodos requieren de la adquisicion de datos dinamicos, de al menos una hora,
empezando desde el momento de la administracion del radiofarmaco hasta que el sistema
llega a un cierto estado de equilibrio. Lo anterior, limita su aplicacion en estudios clinicos
PET de rutina. En estos casos, cocientes de captacion de imagenes estaticas, obtenidas
cuando el radiofarmaco alcanza un cierto estado de equilibrio, de una region especifica

entre una no especifica, son usados como una medida de la captacion del radiofarmaco.

El poder de las imagenes moleculares PET radica en su capacidad de cuantificar los
procesos bajo estudio. Sin embargo, en la practica clinica diaria, las imagenes adquiridas
de manera estatica son comunmente analizadas de manera visual-cualitativa o utilizando
un indice semi-cuantitativo como el valor de captacién estandarizado (SUV, por sus siglas
en inglés).El valor SUV se define como la concentracion de actividad en tejido (en MBq/kg
o kBq/g) dividido entre la dosis inyectada (en MBq o kBqg) y multiplicado por el peso del
paciente (kg o g). El valor SUV no requiere de muestras de sangre y es Util para localizar
donde se esta metaboliazando glucosa, donde se localiza un receptor, etc. EI SUV es util
para localizar tumores, estados y monitorear eficiencias de un tratamiento, sin embargo,
para comparar entre sujetois, el valor SUV no es robusto porque la captacién del
radiofarmaco no es necesariamente lineal al peso del paciente y la conectracion en

plasma y el flujo sanguioneo es distinto entre sujetos.

Los meétodos semicuantitativos carecen de utilidad para el analisis de imagenes
obtenidas con radiofarmacos dirigidos a receptores especificos, como los utilizados en
aplicaciones neurolégicas para el estudio de enfermedades degenerativas. Aprovechar al
maximo el potencial diagnéstico de estos radiofarmacos requiere de modelos que
relacionen la cinética del marcador con el proceso fisioldgico bajo estudio, permitiendo asi
una descripcion de la interaccién con el tejido en términos matematicos para obtener
ecuaciones operacionales formuladas basandose en las tasas absolutas de flujo, dando

como resultado la estimacién de un parametro bioldgico de interés (Lammertsma, 2002).
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Este trabajo se centra en el estudio de los distintos métodos usados comunmente para
obtener informacién cuantitativa de datos PET, cada capitulo muestra un método de

analisis y nuevas propuestas para obtener la mayor informacion posible de estudios PET.

Capitulo 1

Comparacion entre métodos de referencia cuantitativos para medir la
reproducibilidad de valores de captacion de '"'C-DTBZ en cuerpo
estriado de rata: prueba re-prueba

Resumen

Introduccién: la cuantificacion de imagenes dopaminérgicas PET es de gran utilidad para
determinar la integridad del sistema in vivo de forma no invasiva a nivel clinico y de
investigacion, y contar con métodos de cuantificacion robustos es imperativo para
comparar diferencias entre grupos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la confiabilidad
y reproducibilidad de diferentes métodos de referencia usados para determinar el
potencial de unién del radiofarmaco '"C-DTBZ en el cuerpo estriado de cerebros de rata
usando el cerebelo como regién de referencia. Hipétesis: Los métodos de referencia
usados para cuantificar la captacion de '"C-DTBZ en cuerpo estriado de rata son
reproducibles. Métodos: se obtuvieron imagenes PET dinamicas de 65 minutos de 8
ratas hembras sanas a las 12 y 20 semanas de edad, usando una dosis de 37 + 10 MBq
de ""C-DTBZ en cada estudio. Para obtener el potencial de unién se utilizaron los
siguientes métodos de referencia: LRTM, MRTMo, MRTM2 y SRTM, ademas del cociente
estriado-cerebelo de imagenes estatica sumadas del minuto 30 al 65. La reproducibilidad
entre los dos estudios (prueba y re-prueba) se midié usando el coeficiente de correlacién
interclase (ICC, por sus siglas en inglés) y el indice de variabilidad. Resultados: el ICC
medido fue de 0.66 para las imagenes estaticas mientras que para MRTM2 fue de 0.98, la
variabilidad fue de 12.26% para imagenes estaticas y 3.28% para MRTM2, sugiriendo que
este es el mejor método para evaluar este tipo de estudios. Conclusiones: en estudios
""C-DTBZ-PET longitudinales es necesario la implementacion de métodos cuantitativos,

sobre todo en estudios donde se requiere estudiar cambios del mismo sujeto a lo largo del
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tiempo para detectar variaciones debido a cambios fisiologicos y no al método utilizado
para medirlos. Pregunta de Investigacion: ;Es posible obtener medidas reproducibles
de la captacion del radiofarmaco '"C-DTBZ en cuerpo estriado de rata usando métodos de

referencia?

Introduccion

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun,
después del Alzheimer, y afecta alrededor de 6.3 millones de personas en el mundo; la
Organizacion Mundial de la Salud estima que para el 2030 llegaran a ser mas de 12
millones debido al crecimiento poblacional y al aumento de la esperanza de vida.

Actualmente, la enfermedad afecta a 1 de cada 100 personas mayores de 60 afios.

Debido a que aun no existe una cura para la enfermedad, muchos centros de
investigacion realizan esfuerzos enfocados en nuevos tratamientos que requieren ser
probados con métodos eficaces de diagnéstico, es aqui donde métodos no invasivos de

imagen molecular del sistema dopaminérgico juegan un papel importante.

Muchas de los nuevos tratamientos son probados usando modelos animales de la
enfermedad antes de ser implementados en humanos, una forma no invasiva de evaluar
su eficacia es mediante la imagenologia PET, técnica que permite evaluar en varias
ocasiones al mismo sujeto sin alterar su estado fisiolégico y sin tener que sacrificar al

animal.

Como todos los métodos de medicion, los métodos usados para cuantificar en PET tienen
una variabilidad proveniente de distintas fuentes de ruido. Elegir un método que presente
la menor variabilidad es necesario cuando se requieren medidas obtenidas con estas
técnicas para detectar cambios debido al tratamiento o al grupo y no al método de

analisis.

Distintos radiofarmacos PET han sido desarrollados para el estudio in vivo de la via
dopaminérgica (Stoessl, 2007; Verhoeff, 1999), permitiendo determinar y seguir la
evolucion de las enfermedades implicadas con esta via (la figura 1.1 muestra los

radiofarmacos producidos en la Unidad Radiofarmacia-Ciclotron de la Facultad de
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Medicina de la UNAM). Algunos de los radiofarmacos usados con ese fin en neuronas
pre-sinapticas son: '®F-DOPA(Cumming et al., 1993; Leenders et al., 1990; Wahl and
Nahmias, 1996) precursor de la dopamina, L-[3-(18)F]-alpha-methyl tyrosine (*®F-FMT),
precursor de tiramina (Barrio et al., 1996) y -(+)-Dihydrotetrabenazine (DTBZ) con alta
afinidad por la vesicula transportadora de monoaminas tipo 2 en cuerpo estriado (DaSilva
and Kilbourn, 1992; Tong et al., 2011). Algunos ejemplos de radiofarmacos comunmente
usados para marcar neuronas post-sinapticas son: ''C-raclopride (Endres et al., 1997;
Ishibashi et al., 2010; A. A. Lammertsma et al., 1996), con alta afinidad por receptores tipo
D2 y D3, 8-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phenyl1-H-3-benzadiazepine-7-01 (''C-
SCH23390 (DeJesus et al., 1987; Farde et al., 1987) antagonista de receptores D1, ''C-
NNC112) (Cannon et al., 2009; Slifstein et al., 2007), también antagonista a receptores D1
y '8F-Fallypride (Dunn et al., 2013; Jenny Ceccarini Michel Koole, Tom Muylle, Guy
Bormans, Stephan Claes, Koen Van Laere, 2012; Mukherjee et al., 2015) antagonista a
receptores D2 Y D3. Los radiofarmacos pre-sinapticos tendran una menor captacion
cuando existen alteraciones en la via dopaminérgica mientras que los receptores post-

sinapticos, aumentara su captacion debido a la disminucion de dopamina endogena.
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Figura 1.1. Esquema de los sitios de captacion de los tres radiofarmacos utilizados para el estudio de la via
dopaminérgica producidos en la Unidad Radiofarmacia-Ciclotron de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Imagenes cerebrales PET obtenidas con el radiofarmaco (+)-a-[11C]dihidrotetrabenazine
("'C-DTBZ) son usadas frecuentemente como indicadoras de la integridad dopaminérgica
pre-sinaptica (DaSilva and Kilbourn, 1992; Stoessl, 2007); es un radiofarmaco con alta
afinidad por la vesicula transportadora de monoaminas tipo 2 (VMAT2) en cuerpo estriado
(DaSilva and Kilbourn, 1992), util para detectar cambios en el sistema dopaminérgico.
Para obtener de manera precisa y confiable esos cambios, es necesario implementar

métodos cuantitativos.

Un valor cuantitativo frecuentemente usado en PET es el potencial de unién no
desplazable (BPnp) (Innis et al., 2007) :

BPyp = 5~—1=DVR—1 (1)

ND
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Donde Vr es el volumen de distribucion de la captacion total del ligando en el tejido y Vyp

e, , \% ,
es el volume de distribucion del compartimento no desplazable, V—T se define como tasa

ND
de volumen de distribucién (DVR, por sus siglas en inglés). El BPnp es una medida que
refleja un cociente entre la densidad del blanco molecular y la constante de disociacion
del radiofarmaco por el blanco, dando una métrica de la afinidad especifica del
radiofarmaco por el blanco molecular, si este valor es cero o cercano a el, indica que el

radiofarmaco no tiene afinidad por el tejido estudiado.

Los modelos animales de la enfermedad de Parkinson, sobre todo en ratas con neuronas
dopaminérgicas dafiadas quimicamente, son de los mas usados a nivel preclinico para
evaluar nuevas drogas y tratamientos. Métodos para obtener medidas confiables y
repetibles para evaluar esas evaluaciones preclinicas son necesarios, por tal motivo, el
objetivo de este trabajo fue determinar la variabilidad de distintos métodos cuantitativos
desarrollados para ese fin en ratas sanas en un periodo de dos meses mediante medidas

de prueba y re-prueba.

Materiales y Métodos

Animales

Ocho ratas Wistar hembra de 12 semanas de edad (217 + 21g) fueron usadas en este
trabajo. Las ratas fueron alojadas en un cuarto a temperatura de 22 + 2 °C con un ciclo de
12 horas de luz por 12 de oscuridad, y disponibilidad de comida y agua ad libitum. Todos
los experimentos fueron realizados siguiendo las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio estipulados en la Norma Oficial
Mexicana NOM 0062-Z00-1999 vy siguiendo los procedimientos experimentales

aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Adquisicion de imagenes
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Se obtuvieron dos tomografias con '"C-DTBZ de cada rata separadas por un periodo de
dos meses en el microPET Focus 120 (Siemens/CTI, Knoxville, TN, USA) de la Facultad
de Medicina de la UNAM. El radiofarmaco fue administrado de forma intravenosa en un
solo bolo en la vena de la cola (37 £ 10 MBq) con la rata bajo anestesia gaseosa inducida
con 5% de isoflurano y mantenida durante todo el estudio a 2-3% (figura 1.2). Las
imagenes cerebrales fueron adquiridas durante 65 minutos desde el momento de la
inyeccion. Los signos vitales fueron vigilados y controlados continuamente durante el
estudio (temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria). Los datos fueron reconstruidos
usando un algoritmo de reconstruccion 2D OSEM (2D-ordered subsets expectation
maximization) en una matriz de 128 x 128 pixeles (tamafio de pixel: 0.86 mm por lado y
0.76 mm de grosor) y 95 cortes en 90 imagenes sucesivas con los siguientes tiempos:
36 x 15s, 18 x 20s, 20 x 30s, 10x60s, y 6 x5 m. Las imagenes fueron corregidas por
tiempo muerto de detectores, eventos aleatorios y dispersados; no fueron corregidas por

atenuacion.

Figura 1.2. MicroPET (izquierda) y posicionamiento de la rata anestesiada (derecha).

Procesamiento de imagen

El procesamiento de las imagenes se realizé usando el software PMOD (v. 3.7, PMOD
Technologies LLC). Las imagenes fueron corregidas por movimiento, haciendo un
corregistro de las imagenes de cada estudio a la ultima imagen de 5 minutos, vy
suavizadas usando un filtro gaussiano 3D de 1x1x1 mm. Los volumenes de interés (VOI,
por sus siglas en inglés) fueron obtenidos delineando manualmente una esfera de 2 mm
de radio, centradas en las estructuras de interés (cuerpo estriado y cerebelo). Los VOlIs

fueron propagadas en cada estudio para obtener curvas de actividad contra tiempo.
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El analisis de los datos fue realizado usando los modelos SRTM, LRTM, MRTMo vy
MRTM2 implementados en el software PMOD. Con fines de comparacion, imagenes
estaticas de 30 minutos fueron generadas sumando los ultimos 30 minutos de cada
estudio (35-65 min) con el fin de calcular el cociente estriado/cerebelo, valor usado

usualmente en investigacion clinica.

Analisis estadistico

La variabilidad (VAR (%)) fue calculada como sigue:

n

1< 2||Test; — reTest;||
VAR = —2 *
Test; + reTest;

100
n .

i+1
La reproducibilidad fue medida con el coeficiente de correlacion interclase (ICC) y su
intervalo de confianza al 95% usando el software Real Statistics Resource Pack software

(Release 4.3). Copyright (2013 — 2015) Charles Zaiontz. www.real-statistics.com:

cc =21
T E+1

Donde E, es la suma promedio de cuadrados entre sujetos e | es la suma promedio de
cuadrados inter sujetos, este coeficiente estima la confiabilidad de las medidas en un

rango de -1 (no confiable) a 1 (confiabilidad maxima) (Parsey et al., 2000).

Se realizé un analisis de regresion de Pearson usando GraphPad Prism 6.0 (GraphPad

Software).

Resultados
En la figura 1.3, se muestran imagenes tipicas de un estudio dinamico de cerebro de rata
de 65 minutos de duracion junto con una grafica tipica de actividad vs tiempo obtenida de

las VOlIs (cerebelo y estriado) a los distintos tiempos de adquisicion.
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Figura 1.3. Curva de actividad vs tiempo en cuerpo estriado (cruces) y cerebelo (estrellas), usado como region de
referencia e imagenes dinamicas a los distintos tiempos.

Los valores promedio de BPnp de''C-DTBZ en el cuerpo estriado de las ratas obtenidos
en los dos estudios con los distintos métodos son presentados en la tabla 1.1 La tabla

muestra el BPnp promedio, la variabilidad, el ICC y su rango de confianza al 95%.
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Tabla 1.1 Variabilidad, ICC y BPxo promedio (n=8) y desviacion estandar de la captacion de "'C-DTBZ en cuerpo estriado.

SRTM MRTMo MRTM2 LRTM (Estriado/cerebelo-1)3s.65
BPxp promedio Prueba 1.10(0.22) 1.18(0.19) 1.21(0.19) 1.26(0.24) 1.40(0.16)
BPxp promedio Re-prueba 1.12(0.26) 1.23(0.20) 1.21(0.23) 1.26(0.20) 1.37(0.26)
Variabilidad 4.46% 5.10% 3.28% 7.44% 12.26%
ICC 0.91[0.55-0.99] 0.93[0.66-0.99]  0.98[0.90-1.0] 0.83[0.13-0.97] 0.66[-0.1-0.94]

Los valores promedio de BPnp varian de 1.10 a 1.26 con una variabilidad de entre 3.28%
a 7.44% dependiendo del método. Los indices de confiabilidad para los métodos de
referencia cuantitativos mostraron una buena reproducibilidad, mientras que el método del
cociente es el que presenta menor reproducibilidad y mayor variabilidad.

Aunque los diferentes métodos tienen distinta precision, las imagenes paramétricas en
términos de BPnp obtenidas con cada uno de ellos nos da informacién visual similar
(figura 1.4), excepto por la imagen del cociente (SCR-1) que es mas afectada por el ruido

alrededor de la region de interés.

SRTM MRTMo MRTM2

LRTM (SCR-1)35 65 BP\p
2

Figura 1.4. Imdgenes paramétricas de captacion de ' C-DTBZ en estriado de ratas sanas en un corte transversal usando
distintos métodos de cuantificacion.
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Se realizé una regresion lineal y un analisis de Pearson para comparar los valores BPnp
de prueba y re-prueba para cada rata. El analisis mostré que los métodos SRTM y MRTM
son los métodos mas precisos para evaluar estudios longitudinales mientras que el

método de cociente mostré mayores diferencias entre las pruebas (ver figura 1.5).

1894, srimr= o7, p = 0.0002
(X)  MRTMor = 0.94, p=0.0016
1.6— %  MRTM2 r=0.97, p= 0.0004 * ,
LRTM r = 0.89, p = 0.0079 g
(SCR) 35457 = 0.66, p= 0.1064
1.4

1.2 ® @g *

1.0+ ®/®

0.8-

BPyp ''C-DTBZ ReTest

r T T T
0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8

BPyp ''C-DTBZ Test

Figura 1.5. Captacién de ' C-DTBZ en el estriado de ratas sanas a los 3 meses (test) comparado con la captacion a los 5
meses (re-test) usando distintos métodos cuantitativos.

En la figura 1.5 se puede observar que los métodos SRTM y MRTM dan valores “r
similares (r>0.94-0.97), sugiriendo que son los mejores métodos en estudios
longitudinales comparados con LRTM (r=0.89) y SCR (r=0.66); los valores p,
corresponden al analisis de Pearson.

El método MRTM2 mostré la menor variabilidad (3.28%) y mejor valor ICC (0.98)

comparado con los demas métodos.
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Discusion

En este trabajo, se evalud la reproducibilidad de medidas de captacion de '"C-DTBZ en
cerebro de ratas sanas, usando distintos métodos de analisis cuantitativos. La
confiabilidad en la cuantificacién por métodos de referencia no invasivos fue analizada
para comparar estudios longitudinales, se encontraron excelentes valores de
reproducibilidad para los métodos SRTM, MRTMo y MRTM2, mientras que LRTM tuvo
valores aceptables y el método de los cocientes presentd la mayor variabilidad. Los
resultados muestran que medidas cuantitativas de BPnp son una medida confiable y
reproducible para dar seguimiento, de forma no invasiva la captacion del radiofarmaco en

estudios longitudinales.

También se demostrd que la captacion de '""C-DTBZ en ratas jovenes (2-4 meses) no
cambia, haciendo estos métodos cuantitativos ideales para medir entre grupos,
permitiendo asi, comparar grupos tratados y controles en estudios longitudinales con

pequenas variaciones debido al método de cuantificacion.

Este trabajo estd en concordancia con otros estudios PET cerebrales en roedores,
humanos y primates que han mostrado que la variabilidad de prueba y re-prueba usando
diversos radiofarmacos esta en un rango del 5% al 10% (Lammertsma, 2017), algunos
radiofarmacos reportados son: '"C-SCH23390 (Kaller et al., 2017), ""C-Cimbi-36 y '8F-
altanserin (Ettrup et al., 2016), "'C-raclopride (Alakurtti et al., 2015), ""C-flumazenil (Salmi
et al., 2008), "®F-Fallypride (Dunn et al., 2013) y "®F-DOPA (Egerton et al., 2010).

Se ha mostrado que los dos métodos que mostraron mejores indices de reproducibilidad
en este trabajo (MRTM2 y SRTM) son mejores comparados con otros métodos. En
estudios previos, usando ''C-DASB, se mostré que el método MRTM2 tiene menor
variabilidad que el método MRTMo (Kim et al., 2006), mientras que el método SRTM
también ha mostrado ser un método robusto para estimar valores de BPnp, como se
muestra en los trabajos con ""C-SCH 23390, "'C-raclopride y "'C-RTI-121 (Lammertsma
and Hume, 1996).

Un estudio previo de la reproducibilidad del valor DVR en humanos usando ''C-DTBZ

comparo el método de Logan usando muestras de sangre y una region de referencia (G.
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L. Y. Chan et al., 1999); se encontré que en la cuantificacion con muestras de sangre se
obtienen peores indices de reproducibilidad que usando regiones de referencia. Lo
anterior puede parecer contradictorio porque el uso de datos obtenidos de plasma permite
una cuantificacion absoluta, sin embargo, al tomar muestras el método se hace mas
susceptible a errores de medicion haciendo el método mas impreciso, ademas de las
dificultades técnicas que conlleva debido a que es limitada la cantidad de sangre que
puede extraerse de un paciente asi como el numero de veces que puede hacerse durante
el estudio, la separacion en metabolitos y la cuantificacion radiactiva de cada uno de ello.
Por esa razon, los métodos de referencia son una excelente alternativa para obtener

valores confiables para cuantificar radiofarmacos PET con farmacocinética reversible.

Aunque el método de cocientes (estriado/cerebelo) no es el mas preciso, su uso es
preferible en lugar del valor SUV (Standardized Uptake Value), valor usado ampliamente
en clinica para cualquier tipo de radiofarmaco. Con fines ilustrativos, en este trabajo se
calculo el valor SUV de imagenes estaticas sumadas del minuto 35 al 65, aplicando los
mismos analisis de reproducibilidad realizados a los demas métodos. Se obtuvo una
variabilidad >31%, comparada con la variabilidad obtenida con los demas métodos
<12.5%, lo cual convierte al SUV es una medida inaceptable para comparar este tipo de
estudios. ElI SUV es usado cominmente a nivel clinico y aunque ha mostrado su utilidad
en cierto tipo de estudios (sobre todo oncoldgicos, usando "®FDG), es un valor que hay
que evitar cuando se usan radiofarmacos con cinética reversible; ademas el SUV es
afectado por distintas variables fisicas, técnicas, y biolégicas (L. ZuAiga-Meneses, 2014)
que son reducidas o eliminadas cuando se utilizan métodos de referencia. Sin embargo,
también es cierto que el uso de métodos de cociente usando una region de referencia
elimina errores que se encuentran en el SUV debido a que los cocientes son

independientes del peso, dosis inyectada, atenuacion, por mencionar solo algunos.

Muchos proyectos de investigacion requieren evaluar la eficacia de nuevos tratamientos,
la técnica PET es capaz de detectar y cuantificar proceso relacionados con la eficacia de
dichos tratamientos de forma no invasiva, convirtiendo a la técnica en una herramienta de
gran utilidad para dar seguimiento a los sujetos bajo estudio. Por lo anterior, contar con
métodos cuantitativos que aporten informacién confiable y reproducible es necesario para

aprovechar el maximo potencial de esta técnica de diagndstico médico por imagen.
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En este trabajo se estudiaron por primera vez imagenes longitudinales de '"C-DTBZ en
rata usando métodos de referencia, se mostré que la cuantificacion con estos métodos es

confiable para comparar estudios de este tipo.

Conclusiones

Distintos métodos pueden ser utilizados para estimar el valor BPxp empleando ''C-DTBZ,
dependiendo del método, se pueden obtener valores con diferente grado de confiabilidad
y reproducibilidad, elegir un método adecuado es esencial para obtener datos confiables y
reproducibles. En este trabajo se encontré que los métodos MRTM2 y SRTM tienen los
mejores indices de repetitividad y precision seguidos del MRTMo para evaluar la
captacion en estriado de ratas en un periodo de dos meses. El método LRTM mostrd
resultados aceptables con variabilidad >10%. Finalmente, el método de cocientes usando
el cerebelo como referencia da la menor precision, aun asi, es mejor usar este método

que el SUV para comparar estudios inter o intra-sujetos.
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Capitulo 2

Obtencion del valor DVR de estudios dinamicos ''C-DTBZ PET
usando tiempos cortos de adquisicion y el método de Logan
modificado

“It is a capital mistake to theorize before you have all the evidence. It biases the judgment.”

Arthur Conan Doyle

Resumen

Aunque los métodos de referencia son muy utiles para cuantificar datos PET, tienen la
desventaja de requerir imagenes dinamicas adquiridas durante mas de una hora,
complicando su implementacién en la clinica. Por tal motivo, en los ultimos afios se han
hecho esfuerzos para validar medidas obtenidas de imagenes estaticas o dinamicas en
tiempos cortos de adquisicion que correlacionen con aquellas obtenidas de un estudio
dinamico convencional. Hipotesis: Usando datos PET de corta duracién, es posible la
cuantificacién confiable de una imagen dinamica. Objetivo: Desarrollar un método
cuantitativo para estimar la tasa de volumen de distribucién (DVR, por sus siglas en
inglés) de datos PET dinamicos menores a una hora usando el modelo de referencia de
Logan, sustentando las bases tedricas para describir y corregir el valor DVR usando
tiempos cortos de adquisicion. Métodos: Se utilizaron imagenes de 10 ratas sanas y de
10 ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA. Las imagenes fueron adquiridas en
modo dinamico durante 65 minutos desde el momento de la inyeccion de "'"C-DTBZ (10-
34 MBq). Como prueba de principio, se analizaron imagenes previamente adquiridas de 3
pacientes con Parkinson y dos controles sanos. Se estimo el valor DVR en estriado de los
animales y el putamen de humanos usando el método de Logan. De las mismas
imagenes, se fueron reduciendo los datos, quitando las primeras imagenes a los
siguientes tiempos: t'=10, 20, 30 y 50 minutos post inyeccién, simulando tiempos cortos
de adquisicion obteniendo valores DVR' a los distintos tiempos. Se utilizé un factor @ para
inferir el valor DVR = ®DVR'. Resultados: El modelo tedrico predice una sobreestimacion
del valor DVR al reducirse el tiempo de adquisicion en imagenes obtenidas tiempo
después de la inyeccion, que fue confirmada con los datos experimentales. Un analisis de
Bland-Almand del valor DVR = ®DVR' obtenido de la aproximacion, comparado con el

DVR original, muestra una excelente correlacion entre medidas, con un error menor al
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0.5% para animales y del orden del 2-3% para humanos. Conclusiones: el método
propuesto provee una manera confiable de estimar valores DVR para estudios cortos
usando imagenes dinamicas adquiridas tiempo después de la inyeccion, ahorrando
tiempo de adquisicion. Pregunta de investigacion: ;Es posible obtener medidas

cuantitativas confiables de datos dinamicos PET en menor tiempo al convencional?

Introduccién

Los métodos graficos son ampliamente usados para cuantificar imagenes PET obtenidas
con radiofarmacos con captacion reversible e irreversible, debido a la simplicidad de su
implementacion (Logan et al., 1990; Patlak and Blasberg, 1985), permitiendo obtener
informacion fisiolégica por medio de la obtencion de valores como el DVR o tasa de
captacion K; (Koeppe et al., 1997) Estos métodos se pueden implementar usando como
funcion de entrada, informacion obtenida de muestras de sangre o usando curvas de
actividad contra tiempo de una regién de referencia sin captacion especifica (Logan et al.,
1996). Estos métodos requieren de tiempos de adquisicion dinamica (>1h) comenzando
desde el tiempo de administracion del radiofarmaco hasta que el radiofarmaco alcanza un
cierto estado de equilibrio; Sin embargo, muchas veces no es posible adquirir las

imagenes con estos protocolos comprometiendo la precision de la cuantificacion.

El analisis de referencia de Logan es un método practico y eficiente para cuantificar datos
PET sin la necesidad de muestras de sangre. Este método requiere datos dinamicos
adquiridos desde el momento de la administracion del radiofarmaco (t=0) hasta un tiempo
T. Ademas, requiere de las curvas de captacion a lo largo del tiempo en la region de
interés y una region de referencia sin captacion especifica. El método grafico esta descrito

por la siguiente ecuacion:

o Cro1(®dt _ DVR [T Crer(®dt

Cro1(T) Croi(T) + Const. (1)

donde Cro es la concentracion de actividad en la region de interés y Cref lo es en el tejido
de referencia. A cierto tiempo t*, la grafica es lineal y la pendiente de la parte lineal
corresponde al valor DVR.

Consideremos un caso idealizado donde la grafica es lineal, haciendo la constante = 0, se

obtiene:
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T
_ Jy Cro1(Ddt

DVR = o
fo Cref(Ddt

()

Ahora, consideremos una version modificada del método de Logan suponiendo que la

adquisicion no inicia desde un tiempo t=0, sino desde un tiempo t'>0, se tiene:

¢ Cror(®dt _ I Crep(®dt
Cro1(T) Cro1(T)

3)
De manera analoga a la ecuacion (2):

T
J- Cro1(D)dt

DVR’ = &
Ji Cref(D)dt

(4)

El valor DVR' sera calculado usando datos dinamicos obtenidos desde un tiempo t,

prescindiendo del tiempo entre t=0 y t".

Por propiedades de la integral definida, la ecuacién (2) puede ser reescrita como:

t T
Jo Cro1(t)dt+ [, Cror(t)dt

DVR = 5
J-(;: Cref(t)dt"'ftT Cref(D)dt ( )
_ J-(;:,CROI(t)dt ftT Cror(t)dt (6)
J-(;: Cref(t) dt"‘ftT Cref(D)dt f(;: Cref(t) dt"‘f: Cref(D)dt
f;’CROI(t)dt ftT Cror(t)dt 7)
J-(;: Cref(t) dt"‘ftT Cref(D)dt ftT Cref(D)dt
combinando (7) con la ecuacion (4), tenemos:

DVR < o CroiOd: DVR' (8)

t T
fo Cref(t) dt"‘ft' Cref(D)dt
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De la ecuacion anterior, se infiere que DVR<DVR' pues el primer término de la derecha es
estrictamente positivo y DVR' tiende a DVR cuando t’ tiende a cero.

Dada la sobreestimacion del valor DVR' comparado con los datos obtenidos de la
adquisiciéon dinamica desde cero, es posible obtener un factor que permita estimar el valor
de DVR usando DVR’:

DVR = ®DVR' (9)

Con ®<1. ® debe ser estimado de datos empiricos para cada especie y cada situacion
(salud o enfermedad), este valor sera una constante si DVR’ es constante a lo largo del
tiempo, de lo contrario, DVR’ estara determinada por una funciéon que depende el tiempo t’
dada por o(t):

O(t) =5 (1 +e™) (10)

Donde o es un parametro obtenido de una regresion no lineal de valores DVR’

experimentales. La constante 0.5 fue acoplada a la ec. 10, para obtener ®(0) = 1.

Materiales y Métodos

Todos los experimentos fueron realizados siguiendo las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio estipulados en la Norma Oficial
Mexicana NOM 0062-ZO0-1999 vy siguiendo los procedimientos experimentales
aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM y del Instituto
de Fisiologia Celular (procedimiento quirurgico). Los estudios con humanos se realizaron
en la Unidad PET/CT de la Facultad de Medicina de la UNAM, aprobados por el Comité

de Etica, y cada sujeto firmo un documento de consentimiento informado.

Sujetos y lesion 6-OHDA
El estudio con animales se hizo con ratas Wistar adultas de al menos dos meses de edad
(230-250g). Durante el estudio, las ratas estuvieron en un ciclo de 12 horas de luz-

oscuridad en un cuarto a temperatura de 22 + 2 °C con acceso a agua y comida ad
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libitum. Se hizo el estudio con 10 ratas control sanas y 10 ratas lesionadas
unilateralmente con 6-OHDA (6- hydroxydopamine). La lesién con (6-OHDA) fue realizada
en el Instituto de Fisiologia Celular siguiendo un método previamente establecido (Diaz-
Martinez et al., 2013). En resumen, las ratas anestesiadas (0.5-1.5% sevoflurano) fueron
inyectadas con 8 pg of 6-OHDA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en el haz del
prosencéfalo medio izquierdo con las siguientes coordenadas estereotaxicas relativas a
bregma: anteroposterior (AP), -1.0 mm; lateral (L), 1.5 mm; ventral (V), =7.5 mm. Un mes
después de la inyeccion, rotaciones inducidas por apomorfina (1 mg/kg) fueron
cuantificadas durante una hora, los animales fueron seleccionados como lesionados

cuando tenian mas de siete rotaciones contralaterales por minuto.

Adquisicion de la imagen PET

A las ratas se les administré via intravenosa "'C-DTBZ (10-34 MBq), siguiendo un
protocolo de adquisicion de imagenes dinamico durante 65 minutos desde el momento de
inyeccion (t=0) (36x15s, 18x20s, 20x30s, 10x60s, 6x300s) con las ratas bajo anestesia
gaseosa (2-3% isoflurano) en el MicroPET Focus 120 (Concorde Microsystems) de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Los signos vitales fueron vigilados continuamente:

respiracion, frecuencia cardiaca y temperatura.

Cada imagen fue usada para obtener curvas de actividad vs tiempo de cada animal.

Pre-procesamiento de los datos

Los datos adquiridos fueron adquiridos usando un algoritmo 2D-OSEM (2D-ordered
subsets expectation maximization) en una matriz de 128 x 128 pixeles (tamafio de pixel:
0.86 mm por lado y 0.76 mm de grosor). Los datos fueron corregidos por tiempo muerto
de los detectores y eventos dispersados y aleatorios. Las imagenes no fueron corregidas

por atenuacion.

Usando el software PMOD 3.7, se realizdé un realineado de las imagenes, un suavizado
FWHM (Full Width at Half Maximum) gaussiano de 2 mm, y las imagenes fueron
corregistradas a un espacio estdndar de atlas de resonancia magnética
(ver figura 2.1) de rata de alta resolucién (Valdes-Hernandez et al. 2011) implementado en
el software PMOD.
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Se dibujo una esfera de 2 mm de radio en estriado derecho como region de interés y otra

igual en cerebelo como region de referencia para cada rata.

Figura 2.1. Corte sagital de imagen PET (izquierda) en su respectiva posicion anatomica de el atlas de resonancia
magneética (derecha) de Valdez-Hernandez y colaboradores..

Analisis de las imagenes

Una vez realineadas y suavizadas las imagenes, se obtuvieron curvas de actividad contra
tiempo, usando las regiones de interés y referencia de cada sujeto. Se calculd el valor
DVR con el método de Logan original (LRTM) usando todos los datos dinamicos
adquiridos desde el tiempo de inyeccion (i.e., integrando desde t=0 hasta T) para las
regiones de interés. Para evaluar el efecto de reduccion de datos, es decir, reduccién del
tiempo de adquisicion, se calcularon valores DVR' usando datos dinamicos de los mismos
estudios a tiempos distintos a cero (t'= 10,20,30 y 50 min después de la inyeccién (ver
figura 2.2), usando el método LRTM modificado (ecuacioén 3, a t'=10, 20, 30 y 50 min). Los
valores DVR’' obtenidos, fueron usados para compararlos con el DVR del estudio
completo (65 minutos de adquisicion). El andlisis de Logan se realizé6 en MATLAB (v.
2014a, The MathWorks Inc., Natick, MA), usando t* = 30 min.
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Figura 2.2. Corte sagital de la captacion de ! C-DTBZ en cerebro de rata a lo largo del tiempo desde el momento de la
inyeccion (t=0) hasta el final del estudio (T=65 min).

Analisis estadistico

De los datos obtenido, se calculé el valor promedio + desviacion estandar (n=10) para
cada tiempo. Una regresion no lineal fue aplicada a los valores DRV' para determinar el
valor de alpha (o) para la funcién propuesta ¢(t'). Para comparar los valores DVR
obtenidos de los datos completes y los estimados por medio de DRV= ¢(t')DVR', se

realizé un analisis de Bland-Almand (p<0.05).

Se realiz6é el mismo analisis a datos previamente adquiridos de dos sujetos sanos vy tres
enfermos de Parkinson. Estas imagenes PET de ''C-DTBZ fueron adquiridas en la Unidad
PET/CT de la Facultad de Medicina de la UNAM en un tomégrafo Siemens Biograph 64
PET/CT. Los datos en modo de lista fueron reconstruidos en 25 imagenes (6 x 60s,
7 x120s, 10 x180s y 2 x 300s) con un algoritmo 2D-OSEM en una matriz de 256 x 256
pixeles (tamafio de pixel: 4mm por lado), incluyendo todas las correcciones necesarias
para obtener imagenes cuantitativas, y se realizé un suavizado gaussiano de 8mm. Todo
el analisis subsecuente fue realizado como esta descrito para animales, pero usando una
esfera de 4mm de radio, centrada en putamen como region de interés y una de 4mm en

corteza occipital como region de referencia.
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Resultados

La figura 2.3 muestra un ejemplo de la fusiéon de resonancia magnética con imagenes
paramétricas PET de la captacion de '"C-DTBZ en cerebro de humanos y ratas en
diferentes cortes anatémicos. EIl radiofarmaco, en sujetos sanos se capta en todo el
cuerpo estriado (figura 2.3, izquierda), mientras que en sujetos con enfermedad de

Parkinson y en el modelo animal, la captacion esta disminuida (figura 2.3, derecha).

Control Parkinson

Figura 2.3. Imagenes paramétricas PET fusionadas con su referencia anatomica (MRI) de ratas y humanos, sanos y con
enfermedad de Parkinson.

Se obtuvieron curvas de actividad vs tiempo (TAC, por sus siglas en inglés) usando los
datos completos de 65 minutos para calcular el valor DVR verdadero, la figura 2.4
muestra CATs tipicas de rata control y lesionada con 6-OHDA correspondientes al
estriado y cerebelo. Las curvas de actividad vs tiempo fueron obtenidas usando el
conjunto completo de datos dindmicos de 65 minutos, en la figura 2.4, se muestra una
curva tipica normalizada a la maxima captacion. La figura muestra curvas de regiones de
interés y referencia de una rata sana (negro, naranja) y una lesionada (azul, gris).
Haciendo el analisis de Logan modificado, el valor DVR se incrementa al eliminarse datos

de los primeros minutos de adquisicién, simulando estudios de menor duracion.
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Figura 2.4. Curvas de actividad vs tiempo (izquierda) tomando en cuenta todos los datos (arriba), eliminando los primero
diez minutos de adquisicion (centro) y eliminando los primeros 30 minutos de adquisicion (abajo), los puntos con marcas
de agua son los datos eliminados de los datos completos para realizar el andlisis de Logan modificado. De lado derecho

se muestran las respectivas grdficas de Logan y el valor DVR obtenido para cada conjunto de datos en rata sana. Los
circulos en rojo de las graficas de la derecha son datos que no se toman en cuenta para la regresion lineal, mientras que
los que estan en verde son los usados para estimar el valor DVR.

La reduccion de datos, i.e., la reduccion del tiempo de adquisicion se traduce en una
sobreestimacion en el calculo del valor DVR (2-4%) como se muestra en la figura 2.5y en
la tabla 2.1 Los resultados muestran que, después de 5 minutos de la inyeccion, el valor
DVR se incrementa, manteniendo esta tendencia a lo largo del estudio conforme se va
haciendo el analisis a tiempo después de la inyeccién. Los estudios preliminares

realizados con humanos muestran las mismas tendencias.
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Figura 2.5. Comparacion del valor DVR obtenido del estudio completo (t=0) y de los valores DVR' obtenidos a diferentes
tiempos posteriores al tiempo de inyeccion. La escala de tiempo esta en minutos eliminados del estudio completo,
posteriores al tiempo de inyeccion.

Tabla 2.1 Promedio de los valores DVR evaluados en ratas (estriado)y humanos (putamen) a distintos tiempos, 10 animales
fueron evaluados en cada grupo, mientras que para humanos fueron tres pacientes con enfermedad de Parkinson y 2

controles sanos, la desviacion estandar se muestra entre paréntesis.

DVR DVR'1o DVR'0 DVR'0 DVR'so
Rata sana 2.32(0.15) 2.42(0.15) 2.43(0.16) 2.42(0.16) 2.42(0.14)
Rata lesionada 1.22(0.21) 1.23(0.22) 1.23(0.23) 1.23(0.23) 1.23(0.23)
Humano control 2.99(0.05) 3.16(0.15) 3.24(0.04) 3.28(0.05) 3.28(0.05)
Humano Parkinson 1.46(0.16) 1.50(0.16) 1.51(0.16) 1.51(0.16) 1.49(0.13)

Un analisis ANOVA de medidas repetidas mostré que el valor DVR' para ratas lesionadas

y pacientes de Parkinson no difieren del valor DVR del estudio completo (Lx:
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F(4,9)=0.1531 p=0.96, PD: F(4,5)= 2.418, p=0.18). Por otro lado, en los controles el valor
DVR y el DVR' existen diferencias estadisticamente significativas (ratas sanas: F(4,9) =
54.68 p<0.0001, humanos control F(4,3)=40.14 p = 0.007). En estos casos, el valor DVR’

tiene que ser corregido para inferir el valor DVR.

Se utilizé6 una regresion no lineal para ajustar los datos mostrados en la figura 2.5,
obteniendo un valor de alpha (o) para cada caso, usado para calcular ®(t'). Estos valores
®(t') fueron usados para inferir el valor DVR mediante la ecuacion DVR=®DVR’, los
valores estimados de esta forma fueron comparados con el valor DVR calculado del
analisis de Logan con los datos completos haciendo un analisis de Bland-Almand (figura
2.6). En datos de ratas se obtuvo un error porcentual de 0.26, 0.41, 0.04 y 0.39 % para los
tiempos t'=10, 20, 30 y 50 min, respectivamente. Para el modelo animal de la EP, los
valores son despreciables. Similarmente, para humanos control (datos no mostrados) se
encontraron errores de -3.08%, -3.07, -1.75 y 2.58 % a los tiempos t'=10, 20, 30 y 50 min,
encontrando también errores despreciables en pacientes con la enfermedad de

Parkinson.

Tabla 2.2 Valores oy ® obtenidos para los distintos tiempos evaluados para ratas controles sanas y lesionadas 6-OHDA.

o Do Do D30 Dso
Ratas 0.002574 0.9873 0.9749 0.9628 0.9396
sanas
Ratas 0.0004459 0.9978 0.9956 0.9929 0.9889
lesionadas
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Figura 2.6. Andlisis de Bland-Almand para comparar valores DVR obtenidos del estudio completo de 65 minutos y el
valor estimado de DVR=@¢DVR' para los distintos tiempos t' de ratas control. Las lineas en las graficas muestran el
intervalo de confianza al 95%.

Discusion

El modelado compartimental de datos dinamicos PET es el método cuantitativo mas
preciso para determinar los parametros farmacocinéticos subyacentes que describen los
procesos fisiolégicos, bioquimicos y metabdlicos (Tornasi et al., 2011; Gunn, 2001). Sin
embargo, esta cuantificacion rigurosa no siempre es posible realizarla debido a los
problemas técnicos que conlleva el método y a que requiere de toma de muestras
invasivas de sangre arterial susceptibles a ruido como funciéon de entrada y estudios
dinamicos de largos tiempos de adquisicion (Watabe, 2006). Por otro lado, los modelos de
referencia proveen una buena precisién cuantitativa sin el uso de procedimientos
invasivos, eliminando la necesidad de la toma de muestras de sangre, esta es la principal
razon del por qué estos métodos han sido desarrollados y usados ampliamente en las

ultimas dos décadas (Zanderigo et al., 2013).

En particular, el método SRTM ha sido ampliamente usado y aceptado para realizar

modelado cinético no invasivo (Lammertsma and Hume, 1996). Otros métodos, como el
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LRTM, usado en este trabajo, son una alternativa sencilla de implementar que permite
obtener valores cuantitativos. Desafortunadamente, estos métodos necesitan la
adquisicion de imagenes dinamicas de larga duracion (una hora o mas), limitando su
aplicacion clinica para estudios PET de rutina. La adquisicion de imagenes PET de larga
duracién es impractica por muchas razones: limita los estudios que pueden realizarse en
una misma produccion de radiofarmacos de vida media corta (por ejemplo, radiofarmacos
marcados con carbono 11), incomodidad de sujetos bajo estudio pudiendo inferir en los
procesos fisioldgicos, por mencionar solo algunos inconvenientes. Por lo tanto, un método
capaz de balancear precision cuantitativa y tiempos cortos de adquisicion es altamente

deseable.

En este estudio, se propone una aproximacion para inferir valores cuantitativos usando
tiempos cortos de adquisicién, de hasta 15 minutos, mediante una modificacion del
método de Logan en un modelo de rata y aplicado en humanos. Se encontré que la
reduccion de datos dinamicos no afecta significantemente el calculo del valor DVR,
encontrando variaciones maximas de alrededor del 3% entre DVR' y DVR; mas aun, la
variacion esta por debajo de la variacion debida al método previamente calculada (7.44%)
(Avendafio-Estrada and Avila-Rodriguez, 2018). Como fue predicho de forma teérica, los
valores DVR' calculados usando estudios dinamicos de menor tiempo de adquisicion,
sobreestiman el valor DVR, pero esta variacion no es muy grande (2-3%), ademas puede

corregirse mediante una regresién para reducir el error.

En la tabla 2.1 y en la figura 2.5 se muestra que los valores DVR' obtenidos con tiempos
cortos de adquisicién, son muy similares sin importar el tiempo t' (10, 20, 30 and 50 min),
lo cual indica que la diferencia entre los valores DVR' y el valor DVR esta dado
principalmente en los primeros minutos de la adquisicion después de la administracién del
radiofarmaco. El analisis de Bland-Altman mostré que la mejor correlacién entre el valor
DVR obtenido con los datos del estudio completo y el valor estimado con la ecuacién
DVR=®DVR' se obtiene al tiempo t'=30 min para las ratas control (error=0.011) y t'=20
min para las ratas (error=0.001). Estos resultados fueron obtenidos de una regresion no
lineal, aplicada a los datos DRV' para determinar los valores alpha (a), por lo cual se
obtiene un mejor ajuste a los datos en los puntos centrales comparados con los extremos,

de ahi los resultados obtenidos.
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Se han realizado esfuerzos por cuantificar datos PET usando solamente adquisiciones
estaticas de corta duracion, por ejemplo, mediante métodos de cocientes (estriado/corteza
occipital) a tiempos donde el radiofarmaco llega a un cierto estado de equilibrio (Jones
and Rabiner, 2012; Lammertsma et al., 1996). Estos métodos de cocientes son mucho
mas precisos que el SUV, pero no siempre se relacionan de manera precisa con
interacciones fisioldgicas y algunos radiofarmacos nunca alcanzan al estado de equilibrio
como es el caso de ""C-DTBZ. Se han propuesto otras aproximaciones como el analisis a
dos tiempos posteriores a la administracion del radiofarmaco (Alves et al., 2017), métodos
de regresion (Slifstein et al., 2015), etc. Estos métodos han sido desarrollados como una
alternativa para obtener una aproximacion al valor DVR usando protocolos de adquisicion
de tiempo corto permitiendo una reduccién considerable del tiempo de adquisicion, pero
estimando solamente una aproximacién del valor DVR real. Una version modificada del
método de Logan utilizando los ultimos 60 min de una adquisicion dinamica de 120
minutos fue usada por Tantawy (Tantawy et al., 2009), comparando los resultados con los
obtenidos utilizando la adquisicién completa de los datos PET de ratas Sprague-Dawley
administradas con ['®F]fallypride, encontrando un valor DVR promedio a las dos horas de
adquisicion de 13.840.9 mientras que el valor promedio DVR' de los ultimos 60 minutos
fue de 16.3+£1.0. Estos resultados estan acordes con nuestra hipotesis que el método
LRTM a tiempos mayores de la inyeccién (t>0) sobrestiman el valor DVR.
Desafortunadamente, en este estudio no evaluaron otros tiempos y el tiempo de

adquisicion aun es largo, limitando su aplicacion.

El método que se propone en este trabajo puede ser utilizado con otros radiofarmacos de
captacion irreversible. Aunque las diferencias entre los valores DVR y DVR’ son
dependientes del radiofarmaco, siempre es posible estimar una serie de valores DVR' en
funcion de t', y aplicar un método de regresion para ajustar los datos a una funcion @(t')
para inferir el valor DVR de DVR=0ODVR'.

El analisis de Bland-Almand compara los valores reales de DVR con los estimados,
encontrando una excelente correlacion, con errores por debajo del 0.5% para animales.
Este método fue aplicado exitosamente a datos adquiridos previamente de humanos

sanos y de pacientes con Parkinson mostrando las mismas tendencias (error del 2-3%).
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Cabe mencionar que el valor alpha (o) obtenido de la regresion no lineal es especie y
estado fisioldgico dependiente (sano-enfermo). Por otra parte, se requiere la adquisicion
de datos dinamicos en algunos sujetos antes de poder ser aplicados a grupos grandes,
pero una vez que se obtiene un valor @, es posible aplicar el método a otros grupos,

usando los mismos parametros sin la necesidad de tiempos largos de adquisicion.

Conclusioén

En este trabajo se propone un método para estimar valores cuantitativas PET en estudios
dinamicos en tiempos cortos de adquisicion usando una version modificada del método de
Logan y una regresion no lineal. El método fue validado en un modelo de rata de la
enfermedad de Parkinson y aplicado exitosamente a nivel humano, obteniendo una

manera confiable de obtener valores DVR en tiempos cortos de adquisicion de la imagen.

El estudio mostré que la reduccion del tiempo de adquisicién no afecta significativamente
el valor DVR y como el incremento del valor DVR es sistematico, se puede corregir
mediante una regresién lo cual hace que el método sea comprable y reproducible entre

grupos.
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Capitulo 3

Uso de modelado matematico para clasificar regiones de controles
sanos y pacientes de epilepsia usando imagenes PET adquiridas con
BEFMZ y "8FDG

“Who cares for you? You're nothing but a pack of cards!”

Lewis Caroll

Resumen

Introduccién: La cuantificacion de imagenes cerebrales PET sirve para obtener valores
utiles para comparar, de forma no invasiva, la eficiencia de tratamientos, comparar entre
sujetos y localizar regiones de interés bioldgico (por ejemplo, un foco epileptogénico).
Diversos métodos matematicos han sido desarrollados para inferir valores cuantitativos
como el potencial de unién no desplazable (BPnp, por sus siglas en inglés). EIl método
simplificado de tejido de referencia permite obtener mapas paramétricos de la captacion
en cerebro de 2'-["®F]Fluorethylflumazenil (*FFMZ), radiofarmaco util para mapear
receptores de benzodiazepinas. El radiofarmaco '"8F-fluoro-2-desoxy-D-glucose ("®FDG),
es un analogo de la glucosa de utilidad clinica para detector cambios metabdlicos en
cerebro. Hipétesis: La cuantificacion de imagenes cerebrales PET permite clasificar
regiones, ademas del foco epiléptico, de captacion disminuida o aumentada de pacientes
con epilepsia con respecto a controles sanos. El objetivo de este trabajo fue determinar
diferencias entre la captacion de los dos radiofarmacos en cerebros de sujetos sanos
comparados con cerebros de sujetos diagnosticados con epilepsia refractaria. Métodos:
Se adquirieron imagenes PET con "®FDG y "FFMZ de 6 pacientes con epilepsia (2
hombres, 4 mujeres) y 2 sujetos control (1 hombre, 1 mujer). El ®FDG fue administrado 60
minutos antes de la adquisicion estatica de 10 minutos. Un dia después del primer estudio
con "®FDG, imagenes de '®FFMZ de cada sujeto fueron adquiridas durante 60 minutos de
forma dinamica desde el momento de la administracion (185-370 MBq). Cada conjunto de
datos cerebrales fue segmentado usando de forma un atlas implementado en PMOD 3.8,
se utilizo la captacion en puente de Varolio como tejido de referencia para el modelado de
BPno ("®FFMZ) y también como referencia en las imagenes de '®FDG. Resultados y
discusion: Diferencias en la captacion en corteza cerebral fueron encontradas en

distintas regiones comparando entre sujetos control y pacientes con epilepsia usando
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ambos radiofarmacos, mostrando la utilidad de la imagen cuantitativa PET. EI método
permite encontrar, de forma semiautomatica, regiones donde la captacion esta
disminuida. Conclusiones: La cuantificacion de imagenes PET permite discriminar
regiones de captacion normal de aquellas donde existe un aumento o disminucion
comparados con la captacion de sujetos sanos, la informacién obtenida puede ser de gran
utilidad para para dar seguimiento a nuevos tratamientos, como guia pre-cirugia o para
localizar el foco epileptogénico. Pregunta de investigacion: ;es posible localizar
regiones cerebrales metabolicamente distintas entre pacientes con epilepsia reflactaria a

medicamentos y sujetos controles usando la técnica PET?

Introduccién

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen unos 50 millones de
personas con epilepsia alrededor del mundo. Por lo anterior, la investigacion de nuevos
tratamientos y métodos de diagndstico es crucial para ayudar a disminuir esos numeros.
Se han desarrollado diversos métodos de diagndstico, tanto invasivos como no invasivos
con el objetivo de tratar de localizar el foco epiléptico. Las imagenes PET juegan un papel
importante como técnica de imagen en pacientes con epilepsia refractaria a tratamientos

que no muestran diferencias en electroencefalogramas o con resonancia magnética.

La epilepsia ha sido estudiada con la técnica PET por medio de la biodistribuciéon de los
radiofarmacos 2-[(18)F]-fluorodeoxyglucose (**FDG) y fluoroflumazenil ("|FFMZ), el
primero permite el estudio del metabolismo de la glucosa en el cerebro y el segundo es
antagonista con alta afinidad por el receptor GABA A (Chang et al., 2005; Hodolic et al.,
2016; Juhasz et al., 1999; Mitterhauser et al., 2004). Los dos radiofarmacos han mostrado
ser de gran utilidad en la localizacion del foco epiléptico, aunque se prefiere el uso de

"®FFMZ debido a su mayor especificidad.

Los estudios con '"FFMZ se han cuantificado exitosamente usando métodos de
referencia, obteniendo resultados similares a los obtenidos con ""C-FMZ (Odano et al.,
2009). Las imagenes de ""FFMZ y de "FDG han sido usadas para evaluacion pre-
quirurgica de pacientes con epilepsia. EI método de referencia simplificado (SRTM, por
sus siglas en inglés) ha mostrado ser eficaz en la obtenciéon de valores BPnp usando el

puente de Varolio como region de referencia (Vivash et al., 2013).
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Estudios con "®FFMZ han mostrado que este radiofarmaco es mas eficiente en la
delimitacion del foco epileptogénico y mejor sensibilidad en localizaciones
extratemporales comparado con los resultados de "®FDG (Koepp et al., 1997; Ryvlin et al.,

1998), debido a que este ultimo sobrestima el foco epiléptico.

Una de las grandes ventajas de "®FFMZ con respecto a '"C-FMZ es que la vida media del
primero es mas de 5 veces mayor del segundo, permitiendo la distribucion a centros sin
ciclotron y aumenta la relacion sefial-ruido de la imagen, ademas de permitir su

distribucion a multicentros.

Aunque el problema de delimitar el foco epileptogénico es un problema abierto, a pesar de
las diversas técnicas que se usan para su estudio, se cree que en la epilepsia esta
involucrada toda una red neuronal, estudios previos de electroencefalograma intracraneal,

FDG-PET, SPECT y resonancia magnética respaldan la hipétesis (Spencer, 2002).

Una vez que se obtienen imagenes paramétricas de la captacion, es posible localizar
regiones de captacién anormal, en este trabajo se propone localizar esas regiones de
forma semiautomatica para servir de guia para delimitar de manera mas eficiente el foco

epileptogénico de forma usuario independiente y de manera cuantitativa.

Materiales y Métodos

Sujetos

Se analizaron las imagenes PET de 6 pacientes diagnosticados con epilepsia refractaria a
medicamentos con foco localizado en l6bulo temporal mesial (2 hombres, 4 mujeres) y de
2 sujetos control (1 hombre, 1 mujer). Todos los sujetos firmaron una carta de

consentimiento informado antes de cada estudio.

Adquisicion de la imagen

Todas las imagenes fueron adquiridas en la unidad PET/CT de la Facultad de Medicina en
una camara PET/CT Siemens Biograph alrededor de las dos de la tarde. Antes de cada
adquisicion, se obtuvo una imagen de tomografia computarizada (CT, por sus siglas en

inglés) para posicionar la cabeza del sujeto y corregir por atenuacién. Se adquirieron
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imagenes estaticas de cada sujeto con "*FDG (195-370 MBq) adquiridas 60 minutos
después de la administracién del radiofarmaco, durante 10 minutos. Durante la hora de
biodistribucion, los sujetos se mantuvieron tranquilos, sentados en un cuarto con luz
tenue. Los sujetos guardaron al menos 6 horas de ayuno, antes del estudio.

Un dia después de la primera adquisicion, se obtuvieron imagenes con "*FFMZ (207-370
MBq) en estudios dinamicos de 60 minutos usando el siguiente protocolo de adquisicion:
20x15s,10x30s,10x120s,4x600s. Las imagenes fueron adquiridas desde el momento de la

inyeccion.

Pre procesamiento de los datos

Las imagenes fueron reconstruidas usando un algoritmo 2D-OSEM (2D-ordered subsets
expectation maximization) en una matriz de 128 x 128 pixeles (resolucion de pixel: 4 mm
de ancho). Los datos, antes de ser analizados, fueron corregidos por tiempo muerto de los

detectores, decaimiento, eventos dispersados, aleatorios y por atenuacion.

Procesamiento de datos

Antes de ser analizadas, las imagenes dinamicas se realinearon con respecto a la ultima
de ellas y se les realizd un suavizado gaussiano FWHM (Full Width at Half Maximum) de
7mm usando el software PMOD 3.7 (PMOD Technologies Ltd Switzerland).

Imagenes de alta resolucién de resonancia magnética (MRI, por sus siglas en inglés)
fueron previamente adquiridas de cada sujeto en distintos centros (Hospital General de
México (pacientes) y UAM Xochimilco (controles)). Las MRI sirvieron para segmentar
regiones del cerebro de forma semiautomatica usando el atlas N30R83 Maximum
Probability Atlas (Hammers et al., 2003) implementado en PMOD, generando un atlas

segmentado ad hoc para cada sujeto.

Una vez obtenida la segmentacion, se corregistré a las imagenes PET para obtener los

valores en cada regiéon de forma automatica, como se ilustra en la figura 3.1.
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Atlas +PET

Segmentacién X Segmentacion
X en PET

Atlas N30OR83

Figura 3.1. Proceso de segmentacion de la MRI para generar un atlas de cada sujeto y fusionarlo con su respectiva
imagen PET, de donde es posible obtener datos de cada region con fines cuantitativos.

Una vez obtenida la mascara de la segmentacion se fusiond con las imagenes dinamicas
de "®FFMZ para obtener curvas de actividad vs tiempo de cada volumen de interés (VOI)

del atlas, como se ilustra en la figura 3.2.
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Figura 3.2. Curvas de actividad vs tiempo de las distintas regiones segmentadas de la captacion de ' FFMZ, lo colores
corresponden a la segmentacion de laFfigura 3.1.
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Analisis de datos

Se calcul6 el BPnp de todas las regiones corticales y del hipocampo, usando el método
SRTM implementado en PMOD, usando el puente de Varolio como region de referencia.
De la segmentacion de la imagen con ®FDG, los valores de concentracion de actividad de
las regiones corticales se dividieron entre la concentracion de actividad en puente para

cada sujeto.
Una vez obtenidos los valores cuantitativos de cada sujeto, se calculo la disminucion
porcentual de la captacion de cada paciente en cada VOI con respecto al promedio de los

sujetos sanos, para '®FFMZ se calculd de la siguiente forma:

BPyp(sanos) — BPyp (paciente)

Cambio (%) = 100
ambio (%) x BPyp (sanos)

De forma analoga, se calculd el cambio de la captacion de "FDG usando el cociente

entre la region de referencia, en lugar del BPnp.

Resultados
Se obtuvieron imagenes paramétricas de la captacion de cada radiofarmaco de los dos
sujetos control y de los seis pacientes, un ejemplo de la fusion PET/MRI se ilustra en la

figura 3.3.
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Figura 3.3. Ejemplo de fusién PET/MRI de la captacion de 'SFDG (arriba) y de '8 FFMZ (abajo) de un sujeto control
(izquierda ) y uno con epilepsia (derechay).

Los valores obtenidos en cada region cortical con los dos radiofarmacos fueron

comparados con los respectivos valores de los sujetos control, para obtener el porcentaje

de cambio de cada una de ellas (tabla 3.1).

Tabla 3.1 Disminucién porcentual de la captacion de FFMZ y FDG de cada paciente (n=6) con respecto a los controles

sanos (n=2).
Paciente Regiones con menor captacién *FDG Regiones con menor captacién *FFMZ
1 Giro frontal inferior Giro frontal inferior
Derecho (20%) Izquierdo (24%) Derecho (22%), Izquierdo (17%)
Fraccion inferolateral del l6bulo parietal Giro medial orbital
Derecho (12%), Izquierdo (23%) Derecho (24%) Izquierdo (14%)
Giro lateral orbital
Derecho (15%) Izquierdo (28%)
2 Lobulo temporal medial anterior Lobulo temporal medial anterior
Derecho (18%) Izquierdo (-4%) Derecho (26%), I1zquierdo (-1%)
Loébulo temporal lateral anterior temporal Loébulo temporal lateral anterior temporal
Derecho (22%) Izquierdo (1%) Derecho (29%) Izquierdo (12%)
Giro parahipocampal Giro parahipocampal
Derecho (14%), I1zquierdo (-8%) Derecho (29%), Izquierdo (-1%)
3 Lobulo temporal medial anterior Lobulo temporal medial anterior
Derecho (17%), Izquierdo (-8%) Derecho (-2%), Izquierdo (-16%)
Giro lingual Giro lingual
Derecho (-2%) Izquierdo (-3%) Derecho (2%), Izquierdo (19%)
Giro temporal inferomedial
Derecho (18), Izquierdo (-2%)
4 Giro recto Giro medial orbital
Derecho (23%), I1zquierdo (32%) Derecho (14%), Izquierdo (20%)
Giro orbital medial Giro parahipocampal
Derecho (14%). I1zquierdo (21%) Derecho (35%) Izquierdo (47%)
Giro fusiforme
Derecho (27%), Izquierdo (46%)
Giro orbital anterior
Derecho (2%), Izquierdo (23%)
5 Giro orbital anterior Corteza frontal pre-subgenual

Derecho (16%), Izquierdo (20%)
Corteza frontal subgenual

Derecha (10%), Izquierda (15%)
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Derecho (11%), Izquierdo (25%)

6 Corteza frontal pre-subgenual Corteza frontal pre-subgenual
Derecho (4%) izquierdo (14%) Derecho (1%), Izquierda (23%)
Giro temporal anterior superior
Derecho (10%), Izquierdo (22%)

El cambio porcentual de la captacion de '®FFMZ en hipocampo de los pacientes,

comparado con los controles se muestra en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Disminucién porcentual de la captacion de '®FFMZ de seis pacientes con epilepsia con respecto a la captacion en

controles sanos.

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Hipocampo derecho 26 41 1 9 11 21
44 10 18 39 18 38

Hipocampo izquierdo

Discusion

Aunque los radiofarmacos "®FFMZ Y "8FDG se han usado ampliamente en el diagndstico y
seguimiento de pacientes con epilepsia (Chang et al., 2005; Hodolic et al., 2016; Juhasz
et al., 1999; Mitterhauser et al., 2004), la informacién obtenida con cada uno es diferente,
por lo tanto, debe interpretarse de manera distinta. Se ha reportado que la captacion de
"®FDG en pacientes es muy variable en periodo ictal, pero en el periodo interictal presenta
un decremento en la captacion, al igual que '®*FFMZ (Rathore et al., 2014; Ryvlin et al.,
1998; Sarikaya, 2015).

Se cuantificaron regiones de menor captacion de ambos radiofarmacos, comparandolos
con sujetos sanos y no solamente comparados con la captacion contralateral o de otras
regiones del cerebro del mismo paciente como en trabajos anteriores, haciendo mas

objetivo el método.

Aunque "FFMZ es mas preciso para delimitar el foco epileptogénico, su uso esta

restringido debido a que se requiere analisis cuantitativo de la imagen y largos periodos
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de adquisicion (~1h) comparados con la adquisicion corta requerida con "®FDG y a la gran
disponibilidad del radiofarmaco en practicamente todos los centros PET del mundo. La
combinacion de los datos obtenidos con ambos radiofarmacos puede ser de gran utilidad

pues los procesos fisioldgicos bajo estudio son distintos.

En este trabajo se presenta por primera vez, una forma semiautomatica de localizar
regiones de captacion irregular, obteniendo un método usuario-independiente de adquirir
valores de captacion anormal en regiones corticales, pudiendo servir de guia para
delimitar el foco epileptogénico, el cual no necesariamente es una regién anatomica
definida, puede ser parte de alguna de ellas o la suma de varias, por tal motivo, cuando el
analisis tiene fines clinicos, una delimitacion hecha por especialistas, es necesario.

Como ya se ha mencionado, imagenes paramétricas obtenidas de la cuantificacion de los
receptores de benzodiacepinas, en escala de potencial de unién con el radiofarmaco
"BFFMZ, son iddneas para la localizacion del foco epiléptico, comparadas con las
adquiridas con "®FDG (Hodolic et al., 2016). Por lo anterior, pensamos que el método de
analisis de "®FDG, normalizadas a puentes y comparadas con sujetos sanos, puede ser

una alternativa viable para aquellos centros que no puedan hacer estudios con "®FFMZ.

La robustez de los datos obtenidos con los sujetos control, a pesar de ser Unicamente 2,
alienta al uso de métodos cuantitativos porque faciliten la deteccion de regiones anémalas

en pacientes.

Como se ha sugerido previamente (Spencer, 2002), aunque la epilepsia tiene un foco, el
cerebro, visto como un sistema de redes neuronales esté desregulado en su conjunto,
estudios de este tipo podrian ayudar a buscar regiones desreguladas usando PET vy

segmentaciones automaticas como las propuestas en este trabajo.

Conclusiones

El uso de métodos cuantitativos permite no sdélo cuantificar procesos fisioldgicos
involucrados en diversos padecimientos, es util también para la localizacién y delimitacion
de regiones de interés bioldgico como en el caso de la localizacion del foco epiléptico. La
cuantificacion de los datos permite, de manera objetiva, localizar, clasificar y comparar
regiones inter-sujeto para comparar entre sanos y pacientes o intra-sujetos para dar

seguimiento a la evolucién de la enfermedad o medir la efectividad de un tratamiento.
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El uso de dos radiofarmacos en un mismo sujeto permite estudiar los procesos
fisiopatolégicos desde dos angulos distintos, la informacién que se obtiene es distinta y
muchas veces complementaria, permitiendo un mejor entendimiento de los procesos

involucrados.

En este trabajo se propone un método cuantitativo para comparar, a nivel cortical, la
captacion de "®FFMZ y "®FDG de pacientes con epilepsia y sujetos control, obteniendo
porcentajes de cambio en toda la corteza cerebral, permitiendo asi localizar regiones de

captacién anormal de manera usuario-independiente.

Productos de investigacion

Trabajo por presentarse en el XV Mexican Symposium on Medical Physics:

A. Avendafio-Estrada, F. Velasco-Campos, J.D. Carrillo-Ruiz and M.A. Avila-Rodriguez.
On the use of quantitative PET imaging to study human brain in healthy controls and
epileptic patients: a "*FGD and "*FMMZ study. (2018) CDMX
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Capitulo 4

Un nuevo método para analizar pixel por pixel imagenes PET pre y
post sinapticas obtenidas con '"C-DTBZ y ""C-RAC de sujetos sanos y
pacientes de Parkinson.

“We adore chaos because we love to produce order”
Maurits Cornelis Escher

Resumen

Introduccién: La tomografia por emision de positrones (PET) es una técnica no invasiva
de gran valor clinico para evaluar, in vivo, la integridad de la via nigroestriada en
pacientes con la enfermedad de Parkinson y en otras enfermedades relacionas a la
misma. Para este fin, un gran niumero de radiofarmacos especificos se han desarrollado,
permitiendo obtener informaciéon neuronal a nivel pre- y post-sinaptico que ayuda a tener
un mejor diagnéstico diferenciado. Hipoétesis: La informacion que puede ser obtenida
analizando datos PET de la via dopaminérgica pre y postsinaticos correlaciona mejor con
la clinica comparado con el andlisis de forma independiente. Objetivo: Comparar y
evaluar estudios de dos radiofarmacos (pre- y post-sinaptico) para comparar la captacion
especifica en cuerpo estriado de pacientes y voluntarios sanos a nivel pixel. Métodos. Se
realizaron dos estudios PET a 4 pacientes y 2 controles usando (+)-alpha-
[11C]Dihydrotetrabenazine ("'C-DTBZ) y [11C]Raclopride (''C-RAC) (185-370 MBgq, cada
estudio). Se adquirieron estudios cerebrales durante 30 minutos, después de 20 minutos
de biodistribucion, en una camara Siemens Biograph 64 PET/CT. Las imagenes fueron
normalizadas al espacio anatomico MRI152 y analizadas en Statistical Parmetric Mapping
(SPM12) para obtener valores normalizados de captacion en regiones estriatales, usando
la corteza occipital y el cerebelo como region de referencia para "'C-DTBZ y ""C-RAC,
respectivamente. Resultados: Se obtuvo la captacion normalizada de "'C-DTBZ y de
"C-RAC en sujetos sanos y pacientes con Parkinson. Se comparo el valor de captacion
en el estriado a nivel pixel, mostrando una correlacion lineal entre los dos radiofarmacos
para sujetos sanos, mientras que para los pacientes, se obtuvieron patrones irregulares
sugiriendo gran entropia en el sistema. Se obtuvo una métrica para comparar los valores,
obteniendo una buena correlacion con la escala UPDRS motora. Conclusiones: Este

estudio preliminar, sugiere que un analisis a nivel pixel de dos estudios PET obtenidos
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con radiofarmacos diferentes en el mismo sujeto, puede proveer mas informacién en la
precision del diagndstico de la enfermedad y puede ayudar a la clasificacion de otras
dolencias, comparado con la informacion que se puede obtener de forma independiente.
Pregunta de investigacion: ;Es posible la obtencién de informaciéon que correlacione
con el estadio clinico de pacientes con Parkinson analizando en forma conjunta, a nivel

pixel, datos PET pre y postsinaticos de la via dopaminérgica?

Introduccién

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo del sistema nervioso que
afecta, mayormente el sistema motor, teniendo gran impacto en la calidad de vida de
quién la padece. La enfermedad se relaciona con la muerte celular en sustancia nigra.
Aunque la etiologia de la enfermedad aun permanece oculta, es bien sabido que el
sistema dopaminérgico es el sistema mas afectado en estos pacientes. Debido a la
complejidad de la enfermedad y a la similitud en sintomas con otras enfermedades
neurodegenerativas, un diagnodstico preciso es necesario. Actualmente, el diagndstico
estd basado en criterios clinicos caracterizados por sintomas motores que incluyen
bradicinecia, rigidez, temblor en reposo e inestabilidad postural (Hsiao et al., 2014; Karimi
et al., 2013).

La imagenologia PET, ha empezado a jugar un papel importante en el diagndstico debido
al desarrollo de un gran nimero de radiofarmacos especificos del sistema dopaminérgico
con alta afinidad a nivel pre- y post-sinapticos, como 'C-DTBZ y "'C-RAC,

respectivamente.

Se ha mostrado que la cuantificacion de la captacion de los radiofarmacos se relaciona
con el estadio clinico de la enfermedad (Alakurtti et al., 2015; Hsiao et al., 2014; A A

Lammertsma et al., 1996; Loane and Politis, 2011).

El ""C-DTBZ tiene alta afinidad por la vesicula transportadora de monoaminas tipo 2
(VMATZ2) en cuerpo estriado, el radiofarmaco tiene gran potencial como biomarcador para
medir la integridad de la via dopaminérgica in vivo y para evaluar la severidad de la

enfermedad; ademas ha mostrado una buena reproducibilidad en estudios de humanos
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sanos, siendo idéneo para cuantificar cambios ( Chan et al.,, 1999; Hsiao et al., 2014;
Karimi et al., 2013).

El "C-RAC tiene alta afinidad por el receptor de dopamina tipo D2, estudios con este
radiofarmaco han mostrado una buena reproducibilidad en cuerpo estriado de humanos
(Alakurtti et al., 2015), convirtiéndolo en un radiofarmaco capaz de determinar, de manera

indirecta, cambios en niveles de dopamina enddgena.

El analisis a nivel pixel requiere de la normalizacion anatémica de cerebros, por lo que se
han desarrollado varios atlas anatémicos basados en imagen para este fin, y uno de los
mas usados es el MNI152 (Montreal Neurological Institute of McGill University Health
Centre), el cual es un atlas promedio de imagenes de resonancia magnética de cerebros
adultos, hombres y mujeres, en el espacio Talairach, que permite localizar

esterotaxicamente regiones cerebrales (Hammers et al., 2003).

Ofra ventaja de normalizar las imagenes es que existen segmentaciones de distintas
regiones dentro del estriado, como la hecha por Tzortzi (Tziortzi et al., 2014) que
segmenta el cuerpo estriado humano en regiones de funcionalidad, tomando en cuenta la
probabilidad de conectividad a regiones corticales, caracteristica util en la cuantificacién
de radiofarmacos como '"C-RAC que puede mostrar variaciones en la captacion en
ciertas regiones dependientes de dopamina que se ven afectadas por el estado de animo
del paciente y pueden ser una fuente de variabilidad en la imagen. Con estos atlas se
puede focalizar la investigacion, por ejemplo, se pueden estudiar de forma aislada
regiones involucradas con problemas motores como es el caso de la enfermedad de

Parkinson.

Este estudio combina la segmentacién de regiones subestriatales con medidas obtenidas

de informacion para presentar y evaluar la precision del método propuesto.
Los radiofarmacos '"C-RAC y 'C-DTBZ han mostrado ser de gran utilidad para evaluar la

enfermedad de Parkinson de forma independiente, sin embargo, creemos que la

evaluacion puede mejorar significativamente si se usa informacion combinada de los dos
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y se analiza a nivel pixel, con el fin de evaluar la integridad pre- y post-sinaptica con una

sola métrica.

Materiales y Métodos

Sujetos y adquisicion de imagenes:

Se obtuvieron imagenes PET de 4 pacientes con enfermedad de Parkinson (2 hombre, 2
mujeres, promedio: 58 afos rango: 44-74) y de 2 sujetos sanos (hombre, mujer, promedio:

32 anos). Todos los sujetos firmaron una carta de consentimiento informado.

Las imagenes de cerebro fueron obtenidas durante 30 minutos, después de 20 min de
biodistribucién con los radiofarmacos ''C-RAC y '"C-DTBZ (185-370 MBq), con una
semana de separacion entre estudio. Las imagenes se adquirieron en el equipo Siemens
Biograph 64 de la Unidad PET/CT de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Se reconstruyeron las imagenes usando un algoritmo 2D-OSEM en una matriz de 128 x
128 pixeles con un tamafio de pixel de 4mm por lado, las imagenes fueron corregidas por
tiempo muerto de los detectores, decaimiento, eventos dispersados, aleatorios y por

atenuacion, usando una tomografia computarizada adquirida antes de cada estudio.

Normalizacion
Para comparar la captacion a nivel pixel entre sujetos, es necesario normalizar
anatomicamente las imagenes de cada sujeto pues los cerebros difieren en tamafo y

forma.

Las imagenes de cada sujeto se normalizaron al atlas MNI152 usando el software
Statistical Parametric Mapping (SPM12) en Matlab. Las imagenes se normalizaron usando

un tamano de pixel de 2 mm.

Analisis

Una vez que todas las imagenes se tienen en el mismo espacio anatomico, se calcularon
cocientes entre la region de interés y la regién de referencia: estriado/corteza occipital
para ""C-DTBZ y estriado/crus (cerebelo) para '"C-RAC. En la figura 4.1 se muestra un

ejemplo de una mascara (VOI) de la regiones de interés y de referencia para realizar el
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cociente con '"C-RAC, usando el atlas Oxford-GSK-Imanova Structural-anatomical
Striatal Atlas (Tziortzi et al., 2011).

Regiones de interés Region de Referencia

Figura 4.1. Ejemplo de mascaras usadas para obtener las regiones de interés (izquierda): VST (estriado ventral), CD
(caudado) y PU (putamen) usando la region del cerebelo, crus como referencia en la normalizacion de la captacion de
imdgenes PET ' C-RAC.

En el ejemplo de la figura 4.1, se utilizé6 una mascara con una subdivision anatémica de
tres regiones estriatales, con fines ilustrativos. En este trabajo se utiliz6 una mascara con
7 subdivisiones funcionales del estriado, divisiones de probabilidad de conectividad con
regiones corticales, mascara incluida en los atlas de FSL (Oxford University). Las regiones
estan asociadas con el sistema limbico (R1), ejecutivo (R2), motor rostral (R3), motor
caudal (R4), parietal (R5), occipital (R6) y temporal (R7), la subdivision se ilustra en la

figura 4.2.

Figura 4.2. Mascara de regiones en estriado dividida por probabilidad de conectividad con corteza cerebral.
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Una vez obtenidos los cocientes de cada sujeto con cada radiofarmaco, se realiz6 un
analisis comparando la captacion en la posicion del mismo pixel con los dos

radiofarmacos, como se ilustra en la figura 4.3.

Figura 4.3. Proyeccion de la captacion PET normalizada en tres planos anatomicos de MRI. Dentro del cuerpo estriado,
se obtendra el valor de cada pixel con "' C-DTBZ para compararse con su correspondiente de ' C-RAC. Voxel aumentado
con fines ilustrativos.

La relacién entre los dos radiofarmacos se graficd en un plano cartesiano, obteniendo asi
un vector de la captacion de los dos radiofarmacos para cada pixel.

Con el vector, se puede obtener una nueva métrica, se puede medir, a nivel pixel, el
cambio vectorial con respecto a sujetos sanos o con respecto a si mismo después de

recibir un tratamiento.

En la figura 4.4, se ilustra una posible aplicacion del analisis vectorial propuesto, si el eje
de las ordenadas corresponde al valor de "'C-DTBZ y el de las abscisas a '"C-RAC, se
pueden identificar 4 regiones para distinguir el aporte de cada radiofarmaco. Por ejemplo,
si un tratamiento esta dando resultado, la flecha azul corresponderia a una disminucién en
la captacion de '"C-RAC y un aumento en '"C-DTBZ, lo cual indica una mejoria del

sistema a nivel pre- y post-sinaptico, medida con un solo valor.
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Figura 4.4. Vector de la captacion del radiofarmaco ''C-DTBZ y "' C-RAC. El radiofdrmaco ' C-DTBZ estd disminuido
en la enfermedad de Parkinson, mientras que ''C RAC aumentada, entonces, la region en color gris indica una mejoria
presinaptica mientras que la azul una postsinaptica, la region amarilla indica mejoria en ambas y la naranja que las dos
empeoran.

Una vez obtenidos todos los vectores dentro del cuerpo estriado, es posible compararlos
entre los de sujetos sanos y los pacientes o promediarlos por subregiones para ver el
mejoramiento global en cierta regidén después de recibir un tratamiento, por ejemplo.

Los valores obtenidos con este método se compararon con la escala mUPDRS (motor
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, por sus siglas en inglés) con fines de ilustrar el
potencial del método propuesto.

Se obtuvieron los vectores promedio de la region 2 del estriado (ejecutiva) y se
compararon con el promedio de los vectores de los sujetos sanos en un plano polar, las

graficas y analisis se hicieron en Matlab (2014-b) y GraphPad (Prism 6.0).

Resultados

El moédulo del vector de cada sujeto, asi como algunos datos de la poblacion estudiada
son mostrados en la tabla 4.1 La captacion de los dos radiofarmacos, normalizada al

espacio estandar, de un sujeto sano y un enfermo con Parkinson se ilustra en la figura 4.5
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Tabla 4.1 Modulo del vector, escalas, edades y genero de la poblacion estudiada en este estudio.

Modulo del vector

en la region 2| mUPDRS ON mUPDRS OFF Edad (afios) Genero

(ejecutiva)
Control 1 0.38 N.A. N.A. 32 Mujer
Control 2 0.19 N.A. NA. 32 Hombre
Pl 1.12 27 2 44 Mujer
P2 2.08 16 2 56 Hombre
P3 1.90 36 25 74 Hombre
P4 2.25 43 24 56 Mujer

Control Sano Paciente con Parkinson

'C-RAC PD

'C-RACHC

Figura 4.5. Captacién de ! C-DTBZ y "' C-RAC en sujeto control (izquierda) y un paciente de Parkinson (derecha).

Imagen fusionada con imagen de resonancia en espacio estandar.

Un ejemplo de la relacion en el espacio euclidiano de la captacién de los dos
radiofarmacos se ilustra en la figura 4.6, ndtese como la captacion en las siete regiones
usadas del atlas de Tziortzi en el sujeto control (izquierda) tiene un comportamiento lineal,

mientras que en el paciente, la relacién es entrépica.
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Striatal-occipital cortex ratio ('C-DTBZ) Striatal-occipital cortex ratio (''C-DTBZ)

Figura 4.6. Ejemplo de captacion de la posicion en el plano euclidiano de la captacion de ' C-DTBZ y 1!C -RAC de sujeto

control (izquierda) y paciente con Parkinson (derecha) en las siete subregiones funcionales dentro del estriado.

El método también puede ser util para dar seguimiento a la evolucion natural de la
enfermedad a lo largo del tiempo o para cuantificar la eficacia de un tratamiento, un

ejemplo de lo anterior se ilustra en la figura 4.7.

PD4_Baseline PD4_1y
6 6
~ R & R
‘é R2 2 R2
¢ R3 R3
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= 44 - 4
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T T T 1 T T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
Striatal-occipital cortex ratio (''C-DTBZ) Striatal-occipital cortex ratio ("'C-DTBZ)

Figura 4.7. Ejemplo de captacion de la posicion en el plano euclidiano de la captacion de "' C-DTBZy "'C -RAC de un

mismo paciente con Parkinson antes (izquierda) y un ario después de recibir un tratamiento (derecha).

De cada paciente, se obtuvo el campo vectorial de cambio de posicion en cada pixel en la
region 2 (ejecutiva), como ejemplo se ilustra el campo de un paciente comparando la
captacion antes de iniciar un tratamiento y seis meses después (figura 4.8).
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Componente *C-RAC
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Componente 1C-DTBZ

Figura 4.8. Espacio vectorial del cambio en la posicion de cada pixel de la region 2 de un paciente antes y a seis meses

de iniciado un tratamiento.

Una forma de cuantificar los datos obtenidos en cada regiéon es haciendo una suma

vectorial para obtener un solo vector con magnitud y direccion comparado con un

tratamiento o respecto a sujetos control como se ilustra en la figura 4.9. El vector indica el

cambio promedio de la posicion de los pixeles dentro de la regidén con respecto al de los

dos sujetos sanos, en la figura 4.9.
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Figura 4.9. Plano polar de las posiciones promedio de los pixeles en la region 2 del estriado, relacionada a funciones
ejecutivas, con respecto al promedio de los sanos. Los vectores con lineas discontinuas corresponden a los pacientes,
mientras que las lineas continuas es el cambio de 2 sujetos control con respecto a su promedio.



Como ejemplo de aplicacion del método, se obtuvo el promedio de las regiones 2, 3 y 4
(regiones ejecutiva y motoras) de los pacientes y se evaluaron los cambios a seis meses,
un afo y a los dos afos después de que los pacientes recibieron un tratamiento. Los
valores de cada vector a los distintos tiempos se correlacionaron con la diferencia
temporal en la escala UPDRS motora y se comparé con la diferencia entre la captacion de

cada radiofarmaco en la region 2, de forma independiente.
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Figura 4.10. Diferencia de la captacion entre el estudio basal, a seis meses y al afio en la captacion de la diferencia en la
captacion en la region 2 de ' C-DTBZ (izquierda), de ! C-RAC (centro) y del vector en tres regiones (derecha) en funcion
de la diferencia en la escala UPDRS motora a cada tiempo medido. La linea continua corresponde a una regresion de

Pearson, hecha con un alpha de 0.05.

Discusion

Los resultados preliminares sugieren que el analisis pixel a pixel de radiofarmacos pre- y
post-sinapticos pueden proveer de informacion adicional de gran utilidad en el diagndstico
y seguimiento de la evolucion de la enfermedad de Parkinson. Los patrones de las
correlaciones pixel a pixel pueden proveer informacion acerca del estadio de la
enfermedad y podrian ayudar diferenciar de otros padecimientos relacionados con la via
dopaminérgica, ayudando a un diagndstico mas eficaz.

Estudios previos han mostrado que la captacion de estos radiofarmacos, por separado, es
reproducible (Alakurtti et al., 2011; G. L. Y. Chan et al., 1999) lo cual permite usar la

combinacion de ambos como medida de cuantificacion.

Estudios previos también han mostrado que la captacion de '®F-DTBZ y ''C-DTBZ

correlacionan con la escala UPDRSm usando 53 (Hsiao et al., 2014) y 31 pacientes
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(Bohnen et al., 2006), en cada estudio. También se ha demostrado que es posible
encontrar correlaciones entre la captacion de '"C-RAC y la escala UPDRSm en pacientes
con tratamiento de levodopa (Pavese et al., 2006).

Aunque el estudio del cuerpo estriado subdividido de manera funcional ya se habia
implementado usando resonancia magnética y '"C-RAC (Tziortzi et al., 2014), la técnica
no habia sido usado como aplicacion para estudiar enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson, estudiada en este trabajo. La clasificacion por
regiones es de gran utilidad debido a que varios radiofarmacos, incluidos ""C-RAC,
muestran variabilidad por factores distintos a la enfermedad, por ejemplo, debido al

estado de animo, estrés y ansiedad.

El estudio vectorial de imagenes combinadas de dos radiofarmacos, aunado a una
subdivision de las estructuras de interés, convierte a la técnica PET en una herramienta
eficaz para abordar nuevos problemas, pudiéndose aplicar también a estudios derivados
de la psicologia que dependen del estado animico del paciente buscando correlaciones

fisioldgicas emanadas de la cuantificacion de la imagen.

Otra posible aplicaciéon del analisis vectorial de la captacion de dos radiofarmacos es su
posible utilidad para distinguir pacientes de Parkinson de aquellos con parkinsonismos
gue por métodos convencionales no es posible discriminar. La hipotesis se basa en que el
vector de pacientes con parkinsonismo tendra distintas direcciones y/o magnitudes
comparados con los de Parkinson debido a que el sistema esta desregulado de forma
distinta y el método vectorial es una cuantificacion de la desregulacién del sistema a nivel

pre- y post-sinaptico.

Conclusiones

En este trabajo se propone una nueva forma de obtener informacion de datos PET a
través de la relacién entre la captacion de un radiofarmaco pre- y otro post-sinaptico,
creemos que desde este enfoque se puede ayudar a tener un mejor entendimiento de los
procesos involucrados en la etiologia y evolucién de la enfermedad de Parkinson. La
limitante de este trabajo es el limitado grupo bajo estudio, pero incrementando el nimero
de sujetos, se podran inferir datos mas concluyentes. Este trabajo se presenta como

prueba de principio de un método que podria tener muchas aplicaciones, pudiéndose
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aplicar a cualquier par de radiofarmacos, teniendo asi un panorama mas completo de los

procesos involucrados en diversos padecimientos neuronales.
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Capitulo 5

Una aplicacion de la radiomica a las neurociencias

“Without big data, you are blind and deaf in the middle of a freeway”
Geoffrey Moore

Resumen
Introduccién: Debido al avance en tecnologias de la computacion, las imagenes
biomédicas pueden analizarse de forma digital, convirtiéndose en datos susceptibles a
analisis matematicos complejos analizando las relaciones de forma y textura de la
imagen; con estos datos las imagenes son idoneas para mineria de datos, mediante la
emergente rama denominada como radiémica. Aunque la radiémica ha mostrado ser de
gran utilidad para analizar imagenes oncoldgicas con diferentes técnicas como MRI y CT,
el estudio de imagenes PET no se ha desarrollado extensamente y no se han explorado
posibles aplicaciones a la neurologia. Hipétesis: La técnica radidmica aplicada a
imagenes neurologica PET, es de utilidad para clasificar sujetos sanos de pacientes con
Parkinson. Objetivo. Este trabajo tiene el fin de explorar, como prueba de concepto, la
aplicacion de la radiémica en la clasificacion de imagenes de sujetos sanos de imagenes
de pacientes con Parkinson. Materiales y métodos: Se analizaron en retrospectiva
imagenes PET cerebrales de 7 pacientes con enfermedad de Parkinson y 4 sujetos
control adquiridas con el radiofarmaco "'C-DTBZ (170-370 MBq) usando un protocolo
estatico de 30 minutos de adquisicion, con un tiempo de biodistribucién de 20 minutos.
Las imagenes fueron segmentadas de forma automatica usando el software ACCURATE
(Groningen University) con el fin de obtener parametros de la radidmica con el fin de
comparar sujetos sanos versus pacientes. Resultados: Se identificaron distintos valores
obtenidos del analisis con la técnica radidmica utiles para clasificar estadisticamente
sujetos sanos de aquellos con enfermedad de Parkinson. Conclusiones: Aunque la
radiomica es un campo virgen en analisis de imagenes cerebrales PET no oncoldgicas,
este trabajo muestra que este tipo de analisis tiene un gran potencial en esa area,
proveyendo datos cuantitativos capaces de clasificar grupos de sujetos. Pregunta de
investigacion: ;Es posible obtener medidas cuantificables de utilidad clinica de

imagenes neuroldgicas PET usando la radiémica?
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Introduccién

Con la disponibilidad de la tecnologia digital, la imagenologia cuantitativa ha contribuido
enormemente a nivel investigacion y en el diagnodstico clinico, convirtiéndose en una
tecnologia capaz de evaluar y clasificar diversas enfermedades con gran precision (Cook
et al.,, 2014). La radidmica es un area actual de investigacion biomédica que emplea
herramientas computacionales para extraer caracteristicas de la imagen tomografica de
cualquier modalidad (PET, SPECT, CT, MRI) con el fin de caracterizar cuantitativamente

un volumen de interés dentro de la imagen.

La radiémica fue formalmente introducida por Lambin y colaboradores en 2012 (Lambin et
al., 2012), la técnica consiste en la extraccion y estudio de una gran cantidad de datos
obtenidos de la imagen, y es usada para predecir o decodificar rasgos genéticos y
moleculares que correlacionan con la imagen. Los datos obtenidos con esta técnica
contienen informacion espacial y textural de los patrones de escala de grises de la
imagen, basada en correlaciones matematicas entre pixeles. Estas caracteristicas pueden
ser modeladas en sistemas guiados por computadora que pueden servir de instrumento
para diagnoéstico y guia de tratamiento (Parekh and Jacobs, 2016). La informacion
obtenida de estas imagenes radioldgicas puede también combinarse con otras técnicas

como gendmica, protedmica, metabdlica y trasncriptdmica para un analisis mas detallado.

Aunado a la radidmica, en los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas de
reconocimiento automatico de patrones en imagenes, obteniendo una gran cantidad de
parametros cuantitativos de una forma relativamente sencilla que convierten la
informacioén de una imagen en informacién de mineria de datos como se muestra en la

figura 5.1.
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Imagen Datos

Figura 5.1. Esquema ilustrativo de conversion de una imagen en datos numéricos.

La radiomica permite inferir caracteristicas como tamafo, morfologia, estadistica de
distribucion, intensidad, textura, etc. de la captacion del radiofarmaco en la regién de
interés. Tradicionalmente estas técnicas se han usado para el estudio de las
caracteristicas de tumores debido a las aplicaciones sencillas de implementar, por
ejemplo, es posible delimitar un tumor usando una segmentacion automatica tomando
como volumen de interés todo el volumen que abarque desde el valor de captacion
maxima en el tumor o region de interés hasta valores que capten el 25% de esa
captacion. De esta forma es posible crear un volumen de interés (VOI) del tumor con
caracteristicas uUnicas que permiten obtener decenas de medidas cuantitativas
relacionadas con la captacion y distribucion del radiofarmaco en la region de interés.

Con la técnica, se pueden obtener diversos parametros basados en la intensidad o la

morfologia de la VOI segmentada, algunos se presentan a continuacion.

Parametros morfolégicos:

Existen diversas caracteristicas morfologicas utiles para evaluar la forma del tumor en la
imagen: volumen (V), area superficial (A), cociente superficie-volumen y otras mas

complejas (Aerts et al., 2014) como la compacticidad definida como:
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y la esfericidad:

1
.
Eof = (36mV)3

Existen otros parametros como el corrimiento al centro de masa el cual esta definido
como la distancia entre el centro del volumen de la region de interés y el centro de la

intensidad en la ROI, definida como:
D=l Cgeo - Cinte I

donde

Siendo Xy, el vector de posicion dentro de la ROl y N el numero de pixeles y:

C. = Yr=1Yi %k
e = kT
B Y/

donde yyes la intensidad en cada pixel, Cy., €s el centro geométrico de la ROl y C;y,; es el

centro ponderado a la intensidad.

Este valor es importante dentro de la oncologia pues si se considera que los tumores
benignos tienen, en general, formas bien definidas tipo esfera, el centro de masa
coincidira con el centro de intensidad siendo un valor cercano a cero, mientras que, para

tumores malignos con crecimiento irregular, la diferencia se alejara del cero.

Otros parametros que pueden ser considerados es el tamano del diametro mayor (o
menor) de la ROI, la elongacién, densidad de volumen y area y indice de Moran que

indica que tan correlacionado espacialmente esta un pixel con otro (Chen et al., 2003).
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Parametros de intensidad

La intensidad esta relacionada con la captacion del radiofarmaco, regiones de mayor
captaciéon tendran una mayor intensidad en la imagen. Dentro de este rubro se puede
encontrar valores como el pico local de intensidad (valor relacionado con un valor usado
frecuentemente en clinica, SUVmax, con muchas desventajas debido a que es muy
susceptible a ruido pues unicamente toma en cuenta el valor de un pixel), el pico global de
intensidad, el promedio de intensidad en la region, la varianza, la curtosis, y el coeficiente

de asimetria definido como:

S (R — 1)
BN e — D) 2

Asi =

donde u es el nivel promedio de intensidad.

Otros valores calculados dentro de esta categoria son rangos intercuartiles, rango,

coeficiente de variacion, y la energia, definida como:

N
E = kaz

k=1

Valores asociados al histograma de intensidad como el gradiente maximo, uniformidad, e

intensidad del histograma de entropia definida como:

Ent = — ) p;log,p;

N

=1
con piel iésimo percentil.

83



Recientemente se han utilizado métricas para medir distancias dentro de las ROls
basadas en ponderacion a matrices de textura, y las mas comunes son (Valliéres et al.,
2015):

Norma de Manhattan:
61 =Imyl +llmy I +1m,ll

Norma Euclidiana:

b, = \[mxz +m,? + m,?

Norma de Chebyshev

8o = max(ll my I +llmy, I + 1l my )

con m = (my, my, M), el vector de distancia a un vector centro (no necesariamente el

geomeétrico).

Dentro de este grupo de caracteristicas de textura de la imagen, se encuentra la

dimension fractal la cual se define como:

p_ log (clt)
log (3)

con

donde a es el numero de partes autosimilares a un factor de reduccién 1/s (relacionado
. . 1 . P .
con la escala). Si se grafica log(a) vs log ). la pendiente sera un aproximado de la

dimension.
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Aunque clasicamente esta técnica se ha utilizado para el estudio de tumores, en este
trabajo se evalua la aplicacion de la técnica radidmica en aplicaciones cerebrales

(¢,neurodiémica?).

Materiales y Métodos

Imagenes

Las imagenes utilizadas en este trabajo fueron previamente adquiridas para otro proyecto,
y fueron analizadas con la técnica radiémica para explorar la técnica. En resumen, se
usaron imagenes cerebrales de ''C-DTBZ (170-370 MBq) de 7 pacientes con enfermedad
de Parkinson (5 hombre, 2 mujeres, promedio: 56 afios rango: 43-74 afos) y de 4 sujetos
sanos (3 hombres, 1 mujer, promedio: 45 afos rango 32-65 afios). Las imagenes fueron

obtenidas durante 30 minutos después de 20 minutos de biodistribucion.

Analisis

Las imagenes en formato DICOM (Digital Imaging and Communication in Medicine) se
analizaron con el software ACCURATE (UMCG, Groningen Univeristy), y fueron
procesadas para obtener los parametros cuantitativos usados para comparar entre los
sujetos sanos y los pacientes. Los parametros fueron obtenidos delimitando el cuerpo
estriado de cada sujeto mediante segmentaciéon automatica, tomando como region de
interés todo el volumen que abarque desde el valor de captacion maxima dentro del
estriado hasta valores que capten el 25% de esa captacioén, como se ilustra en la figura
5.2. De esta forma, se cred un VOI de la cual se obtuvieron los valores derivados de la

radidmica.
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PD Control
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Figura 5.2. Ejemplo de segmentacion automatica del cuerpo estriado de un paciente con Parkinson y un control sano de

imdgenes PET adquiridas con ' C-DTBZ.

Una vez obtenidos los datos, se compararon algunos parametros representativos de los
sujetos sanos y de los pacientes con una prueba t no pareada usando el software
GraphPad (PRISM 6.1).

Resultados

La segmentacién automatica de las imagenes genera un volumen de interés, ilustrado en
la figura 5.3, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por una perdida gradual en la
captacién de '""C-DTBZ en cuerpo estriado, de forma anteroposterior, caracteristica

plasmada en la segmentacion automatica.

Sujeto Control Enfermo de Parkinson

Figura 5.3 Segmentacion automatica del cuerpo estriado de un sujeto control (izquierda) y uno con la enfermedad de
Parkinson (derecha), como referencia anatémica, se muestra la imagen PET de cada paciente, con la captacion de ' C-
DTBZ en cuerpo estrado (en color rojo).
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Al analizarse cada segmentacion, es posible la obtencion de parametros que describen

las relaciones de intensidad y forma entre los pixeles del VOI, algunos de ellos, de

algunos sujetos, tomados como ejemplo se compilan en la tabla 5.1

Tabla 5.1 Ejemplo de valores obtenidos de la radiémica

Control 1 Control 2 P1 P2 P3 P4
SUVMAX 7.37 6.34 3.29 5.65 3.86 5.08

SUVMIN 4 4 2.5 4 2.5 4
SUVRANGE 3.37 2.34 0.79 1.65 1.36 1.08
SUVMEAN 5.14 497 2.8 4.48 2.87 438
SUVMEDIAN 5.05 49 2.76 435 2.77 431
SUVSD 0.78 0.62 0.21 0.41 0.32 0.28
SUVPEAKGLOBAL 6.14 5.47 2.94 4.69 2.97 4.12
SUVIQR 1.28 1.01 0.34 0.61 0.42 0.43

Cov 15.1 12.42 7.51 9.07 11.08 6.3
SKEWNESS 0.49 0.28 0.45 0.92 1.08 0.62
KURTOSIS -0.63 -0.99 -0.88 -0.1 0.45 -0.55
RAW_KURTOSIS 2.37 2.01 2.12 2.9 3.45 245
TLG 57.67 37.58 11.75 16.59 6.86 7.28
MEDIANABSDEVVAL 0.65 0.53 0.18 0.32 0.24 0.23
MEANABSDEVVAL 0.65 0.53 0.18 0.34 0.25 0.23
LAPLACIANMEAN 0.73 0.85 0.32 0.59 0.5 0.76
MATV 11.21 7.57 4.2 3.7 2.39 1.66
SURF 45.54 355 22.33 20.97 14.53 11.5
SURF_ISO 59.68 40.16 22.81 20.48 12.31 8.4
S2V_RATIO 4.06 4.69 5.32 5.66 6.07 6.91
S2S_EQ_SPH 1.89 1.91 1.77 1.81 1.67 1.68
RADIUSEQSPHERE 1.39 1.22 1 0.96 0.83 0.73
COMPACTNESSA 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
COMPACTNESSB 0.15 0.14 0.18 0.17 0.21 0.21
DISPROPORTION 1.88 1.9 1.77 1.81 1.68 1.69
SPHERICITY 0.53 0.53 0.56 0.55 0.6 0.59
ASPHERICITY 0.88 0.9 0.77 0.81 0.68 0.69
AUC 0.76 0.83 0.88 0.85 0.8 0.92

ENERG 28317.5 17691.2 3938.51 8920.94 237247 3813.01

VARIAN 0.6 0.38 0.04 0.17 0.1 0.08
ROOTMNSQUARE 52 5.01 2.81 45 2.89 4.39
SUVMAXSTAR 6.82 5.99 32 5.32 3.61 4.78
FRACTALDIMENSION 1.87 1.79 2.46 232 2.06 1.99
FRACTALDIMII;NSION*FITTE 2.06 1.94 2.17 2.15 2.03 1.88
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MORANS 1 0.07 0.07 0.07 0.13 0.12 0.07

GEARYS _C 0.95 0.95 0.95 0.92 0.95 0.96
MAXIMUMDIAMETER 42.13 37.88 30.12 29.13 26.82 25.51
FRACTALABUNDANCE 6.73 6.34 6.26 6.11 5.59 5.23
FRACTALLACUNARITY 0.23 0.23 0.32 0.32 0.32 0.32

ENTROP 5.67 5.84 5.76 5.48 533 5.56
ENTROP_FXD 3.31 2.92 0.93 2.19 1.54 1.4
LOCALENTROPY 4.04 4.01 3.92 3.87 3.83 3.84
LOCALENTROPY_FXD 3.19 2.8 1.19 2.48 1.98 1.65
UNIFORMIT 0.02 0.02 0.02 0.03 0.03 0.02
UNIFORMIT_FXD 0.11 0.14 0.56 0.27 0.42 0.42

Con la técnica, se obtienen valores que pueden ser utilizados para comparar un grupo con
otro, en la figura 5.4 se ilustra la comparacion de valores de algunas caracteristicas que
permiten diferenciar estadisticamente sujetos sanos (barra izquierda) de enfermos de

Parkinson (barra derecha).
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Figura 5.4. Ejemplos de comparacion entre algunos valores obtenidos con una segmentacion automdatica del cuerpo
estriado de imdgenes PET con ''C-DTBZ de sujetos sanos (barra izquierda) y enfermos de Parkinson (barra derecha).
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Discusion

La técnica radidbmica ha sido usada exitosamente para clasificar y cuantificar
caracteristicas tumorales usando imagenes de resonancia magnética (Kotrotsou et al.,
2016; Narang et al., 2016; Zhou et al., 2017). También se ha empezado a evaluar el
potencial de la radiémica en aplicaciones neurolégicas no oncoldgicas, por ejemplo,
Chadad y colaboradores (Chaddad et al., 2017), usando imagenes de resonancia
magneética, evaluaron regiones subcorticales para buscar caracteristicas que relacionen
con autismo, edad y género, encontrando diferencias en varias regiones, mostrando la
utilidad de la técnica y abriendo la puerta a otras aplicaciones como la que se propone en

este trabajo.

En este trabajo se mostro el potencial de la radiémica para el analisis de imagenes PET,
aun con el numero reducido de datos con los que se probd el método, la técnica mostro
diferencias significativas entre los dos grupos. Cabe resaltar que la obtencion de las
métricas se realiza de forma automatica, usuario-independiente, eliminando Ia
subjetividad en el diagndstico, teniendo asi un enorme potencial como herramienta

auxiliar para diagnostico clinico.

Decenas de parametros obtenidos de la radidmica son utiles para clasificar a los
pacientes, en la figura 5.4 se ilustran algunos de ellos, el objetivo de este trabajo fue
mostrar solamente la utilidad del método. Evaluar cada uno de los parametros y obtener
cuales son los mejores para clasificar es una tarea que debe hacerse con una poblacién

mas grande, asi como la busqueda de correlaciones con el estadio clinico.

Estas nuevas técnicas de segmentacion y clasificacion pueden ser exploradas para
buscar correlaciones que ayuden a un mejor entendimiento de enfermedades
neuroldgicas, proveyendo una manera sencilla de obtener valores cuantitativos mediante
métodos sencillos de implementar que permitan la obtencion de una gran cantidad de

parametros cuantitativos que ayuden a clasificar condiciones clinicas.

En este trabajo se uso por primera vez la técnica radidmica para clasificar de forma
exitosa pacientes de Parkinson de sujetos sanos, obteniendo diversas medidas que
también pueden correlacionar con el estadio del paciente, trabajos futuros confirmaran

esta hipotesis.
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Conclusiones

Los avances en procesamiento y almacenamiento de datos de los ultimos afios han
beneficiado muchas areas, la imagenologia biomédica no es la excepcion y aunque es un
area nueva, el potencial que tienen estas herramientas puede permitir avances a pasos
acelerados en nuestro entendimiento de procesos biolégicos que pueden ser estudiados y

analizados con técnicas modernas como la radidémica.

Este trabajo muestra el gran valor que puede tener la aplicacion de la tecnologia en el
ambito de imagenologia clinica mostrando que es posible analizar un grupo de pacientes
y discriminarlo de sujetos sanos segmentando de forma automatica (usuario-
independiente), lo cual puede eliminar la subjetividad en la interpretacion de la imagen,
proveyendo de una herramienta que pueda discernir entre sujetos sanos y pacientes de
forma cuantitativa. Este trabajo preliminar muestra que hay parametros obtenidos de la
radidbmica capaces de clasificacion automaticamente sanos de enfermos, sin embargo, es
necesario analizar un gran numero de imagenes para validar el método, una vez validado
sera posible encontrar correlaciones con el estadio, edad, genero, pronostico, etc.;
ademas que podria ser usado para diferenciar entre pacientes con Parkinson vy

parkinsonismo.
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Capitulo 6

Validacion de métodos semi-cuantitativos por medio de métodos
cuantitativos

“Errors using inadequate data are much less than those using no data at all.”

Charles Babbage

Resumen

El uso de modelos compartimentales permite obtener la mayor informacion posible de
datos PET, para inferir dicha informacion, es necesario el analisis de datos obtenidos de
muestras de sangre tomadas a lo largo de un estudio dinamico de larga duracion desde el
momento de la administracion del radiofarmaco con el fin de cuantificar los procesos
involucrados en la farmacocinética y farmacodinamia. Lo anterior complica la
cuantificaciéon, por tal motivo métodos simplificados deben estudiarse y validarse por
medio de la cuantificaciéon completa. Hipétesis: Es posible obtener medidas confiables de
datos PET de forma semicuantitativa. Objetivos: Comparar valores cuantitativos del
analisis completo de los datos usando como funcién de entrada datos obtenidos de la
cuantificacion plasmatica y de datos generados a partir de un ajuste exponencial de las
muestras de sangre. Validar medidas semicuantitativas como SUV mediante la medida
cuantitativa proveniente del modelado compartimental (volumen de distribucién total (Vq)).
Métodos: Se analizaron en retrospectiva, imagenes dinamicas PET de 60 minutos
usando "®F-FLT (3'-deoxy-3'-'"®F-fluorothymidina) de nueve pacientes con cancer pulmonar
en tres estudios: siete dias antes de comenzar su tratamiento, y 7 y 28 dias después del
mismo. Durante cada estudio PET, 6 o 7 muestras de sangre venosa fueron adquiridas
con el fin de calcular las concentraciones de actividad en sangre, plasma y la proporcion
de farmaco no metabolizado, estos datos fueron usados para generar la funcién de
entrada corregida por metabolitos y para generar una funcion que permita inferir la
fraccion no metabolizada mediante la informacién de plasma y sangre. Los datos se
analizaron usando un modelo de dos compartimentos con los datos de plasma como
funcién de entrada en cada curva de actividad vs tiempo de los volimenes de interés
(VOI) en el tumor, obteniendo el volumen de distribucion total (Vq), para cada VOI. La
respuesta a el tratamiento se midi6 mediante el cambio porcentual de la captacion del

radiofarmaco con las distintas medidas con el fin de compararlas con el cambio medido
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por medio del V4. Resultados: Se encontré una excelente concordancia entre los Vg,
obtenidos directamente del analisis compartimental y el calculado usando el ajuste para la
respuesta temprana (R%=0.983[0.981-0.996 (95%CIl)]; ICC=0.992[0.982-0.996]) vy
respuesta tardia (R®=0.994[0.992-0.998]; ICC=0.996[0.991-0.998]. El analisis de Bland-
Altman mostré también una corelacion excelente entre la respuesta temprana (error
porcentual =0.284[-6.172-6.741]) y la respuesta tardia (error porcentual=-1.165[-7.125-
4.795). Las medidas semicuantitativas también correlacionan con el valor Vg4, (r =0.86-
0.93) Conclusiones: La concordancia entre los cambios porcentuales obtenidos usando
como funcion de entrada los datos medidos y los ajustados, sugiere que el método es
confiable para cuantificacion. Medidas semicuantitativas pueden ser usadas para medir
cambios en un tratamiento, pero requieren ser validadas mediante métodos cuantitativos.

Pregunta de investigacion: ;Es confiable utilizar métodos semicuantitativos para

evaluar imagenes PET?

Introduccion

La tomografia por emision de positrones no solo es util para localizar regiones de
captacion especifica del radiofarmaco, también es Util para inferir valores cuantitativos que
correlacionan con las cantidades y/o rapidez con que el radiofarmaco interactia con las
distintas regiones de interés. Una vez que el radiofarmaco ingresa al organismo, puede
metabolizarse en otros compuestos que ya no tienen afinidad por el blanco especifico
pero que, al contener el isbtopo marcado, contribuyen a la sefial. Para hacer un modelado
completo de las interacciones del farmaco en los sitios o estados de interés, se han
propuesto el modelado compartimental (Gunn et al., 2001) en el cual, cada estado del
farmaco se considera como un compartimento independiente. Para este tipo de analisis,
es necesario conocer como se distribuye el radiofarmaco a lo largo del tiempo desde el
tiempo de inyeccion hasta que alcanzar el equilibrio metabdlico (alrededor de 60-90 min,
dependiendo del radiofarmaco) y muestras de sangre para separar el plasma y
metabolitos, usadas para inferir la proporcion del radiofarmaco no metabolizado y usarse
como funciéon de entrada del modelo, pues es la Unica fraccion que contribuye a la

captacion especifica.

Un andlisis cuantitativo completo, requiere del analisis cinético y de informacién obtenida

de plasma dividida en sus metabolitos, como funcidon de entrada. La medicién del
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radiofarmaco integro es dificil de medir debido a las complicaciones técnicas del método,

lo cual se ve reflejado en una sefal ruidosa.

El analisis cuantitativo completo de imagenes PET es importante para validar el uso de
métodos simplificados como los usados rutinariamente en clinica. Las ventajas y
desventajas de valores semicuantitativos como el SUV han sido ampliamente discutidas
(Keyes, 1995; L. Zuhiga-Meneses, 2014; Visser et al., 2010), es bien sabida la enorme
variabilidad de estas medidas debido a numerosos factores que incrementan el ruido de
estas aproximaciones. Aunque su uso se ha extendido ampliamente en el ambito clinico
debido a la facilidad de computo, es necesario tener cuidado cuando se usa este tipo de
medidas, es necesario validarlas antes de extenderlas a protocolos de investigacion

mediante estudios previos o mediante métodos cuantitativos.

En diversos protocolos de seguimiento de terapia se ha adoptado como medida estandar
de respuesta al tratamiento, el porcentaje de cambio de la captacion del radiofarmaco
(obtenida tanto con métodos cuantitativos como semicuantitativos) (Ben-Haim and Ell,
2009; Boellaard, 2011; Eary, 2008), y aunque estas cantidades dan indicios que permiten
a los especialistas continuar o suspender diversos tratamientos, medirlos de la mejor
manera posible es una de las metas de la cuantificacién de imagenes. En este trabajo se

comparan diversos métodos para medir esos cambios.

Materiales y Métodos
Los estudios se realizaron de forma retrospectiva, con datos previamente adquiridos en el
VU University Medical Center de Amsterdam, todos los estudios fueron aprobados por un

comité de ética local y los pacientes firmaron una carta de consentimiento informado.

Los detalles del protocolo fueron previamente publicados en otro trabajo (Frings et al.,
2014); en resumen, se realizaron tres estudios dinamicos PET de 60 minutos desde el
momento de inyeccion de 9 pacientes, una semana antes de iniciar un tratamiento contra
cancer pulmonar, el segundo, una semana después y el ultimo, un mes después. Durante
cada adquisicién de imagenes se obtuvieron de 6 a 7 muestras de sangre tomada de

vena para obtener concentraciones de sangre, plasma y metabolitos.
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Se analizaron los datos PET y de las muestras de sangre usando un modelo de dos
compartimentos en PMOD (V.3.7). Se analizaron 27 volimenes de interés (VOI)
obtenidos de regiones tumorales de los 9 pacientes (tres regiones en promedio por
paciente) y se usé como funciéon de entrada la parte del radiofarmaco no metabolizada
(solo en el estudio basal) para calcular el volumen de distribucion (V4), medida asociada a

la cantidad de radiofarmaco captado en la regién de interés.

Calculo de parametros semicuantitativos

Se calcularon los siguientes parametros semicuantitativos de los datos del minuto 50 al 60
después de la administraciéon del radiofarmaco: SUV (standardized uptake value)
normalizado al peso del paciente o normalizado a la masa magra corporal (MMC)
(referido como SUL, por sus siglas en inglés) (Wahl et al., 2009) y el valor TBR (tissue to

blood ratio) calculados como:

kBq
mL )
Dosis inyectada (MBq)/ peso (kg)

Concentracién de actividad en VOI (
SUV =

Concentracién de actividad en VOI (kBJ

SUL = mL
Dosis inyectada (MBq)/MMC(kg)

)

kBq
mL )
Concentracién de Actividad en sangre o en plasma (MBq)

Concentracién de actividad en VOI (

TBR =

Usando
MMCombres = 9270*peso/6680+216* IMC y

MMC™¢s = 9270*peso /8780+=244*IMC),

IMC = indice de masa corporal (peso/altura’2).
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Modelado cinético de imagenes PET

La adquisicién de muestras de sangre es un proceso laborioso altamente susceptible a
ruido proveniente de muchas fuentes, una de ellas es el error humano. Para evaluar el
impacto de los errores en funcion de entrada, se ajustaron los valores de radiofarmaco no
metabolizado a una funcién exponencial, eliminando aquellos valores atipicos (outliers)
mediante un software desarrollado en la Universidad de Groningen con el fin de comparar
la cuantificacién sin corregir y la corregida mediante los datos provenientes del ajuste. Un

ejemplo del ajuste se ilustra en la figura 6.1.

0.018

0.012 4

0.006

Concentracion de Actividad (MBg/g)
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0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (segundos)

Figura 6.1. Ajuste exponencial de las muestras procesadas de sangre, usadas como funcion de entrada, cada punto es

una muestra tomada mientras que la linea roja es la regresion exponencial hecha a los datos.

Una vez obtenido el ajuste exponencial de los datos de cada paciente, se realizdé un
modelo de dos compartimentos (reversible) en PMOD (v.3.7) en las regiones tumorales
usando los valores de fraccién sin metabolizar y los del ajuste como funcién de entrada
obteniendo el valor V: para cada region, un ejemplo del modelado se ilustra en la figura
6.2.
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Figura 6.2. Modelado de dos compartimentos, usando como funcion de entrada las curvas de actividad vs tiempo y los

datos obtenidos del plasma. Los puntos corresponden a los datos medidos en cada tiempo y la funcion es el modelado que

mejor se ajusta a los datos.

Para los estudios de respuesta a tratamiento a 7 y 28 dias, no se hizo un analisis de los

metabolitos de la sangre, en su lugar, se infirieron de los datos del estudio basal, usando

la fraccion no metabolizada del radiofarmaco calculado de forma indirecta con la relacion

de plasma/sangre derivada de una ecuacion:

Fraccion no metabolizada=-104.11(plasma/sangre)+207, obtenida de la regresién lineal

de los datos de la figura 6.3.

110
100
90
80
70

60

FRACCION DE RADIOFARMACO NO
METABOLIZADO %

50

0.95

%t
b

L xxi

1.05 1.15 1.25 1.35
PLASMA/SANGRE

96



Figura 6.3. Fraccion de radiofarmaco no metabolizado en funcion del cociente plasma/sangre. Cada figura representa

una de las 6-7 muestras de sangre de cada paciente.

Una vez que los valores Vq4 fueron obtenidos, los cambios longitudinales % fueron
calculados. El porcentaje de cambio de Vg, asi como de SUV y SUL y TBR se comparo de

la siguiente manera:

Valor respuesta — valor basal

%Diferencia = valor basal 100

La relacién entre las medidas V4 fueron calculada usando una regresion lineal (Pearson),
el coeficiente de correlacion de interclase (ICC, por sus siglas en inglés) y mediante

andlisis de Bland-Altman usando GraphPad (Sigma 6.1).

Resultados

Los valores Vq4 obtenidos por el método tradicional y el ajustado mediante la exponencial
fueron comparados en porcentaje de cambio con respecto al estudio basal a la semana y
al mes de tratamiento, encontrando un indice de correlacion excelente: ICC=0.992[0.982-
0.996 para estudios a una semana y a un mes ICC=0.996[0.991-0.998]. También se
analizaron las diferencias por el método de Bland-Altman (figura 6.4).

Respuesta temprana (No corregido vs ajuste) Respuesta tardia (No corregido vs ajuste)
10 10 4
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Figura 6.4. Graficas de Bland-Altman a una semana (izquierda) y a un mes (derecha) comparando el porcentaje de
cambio del valor V;con respecto al estudio basal usando los valores de metabolitos (no corregido por la funcion
exponencial) y el ajuste propuesto.
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Del analisis de Pearson se infiere que todos los métodos evaluados son capaces de medir
eficientemente el cambio relativo tanto en la respuesta tardia como en la temprana
(p<0.0001); se comparo el cambio porcentual del volumen de distribucion por el método
obtenido del modelado compartimental con el cambio descrito por los demas métodos,
obteniendo que los valores descritos por el ajuste exponencial se correlacionan
perfectamente (r=0.99) mientras que el SUV Y SUL lo hacen de manera eficiente para la
respuesta temprana (r = 0.93) pero decrece en la respuesta tardia (r = 0.86), para TBR se
obtuvo una r de 0.88 en la respuesta temprana y de 0.86 en la respuesta tardia, lo

anterior se ilustra en las graficas de la figura 6.5.
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Figura 6.5. Andlisis de Pearson de las correlaciones entre el cambio medido por el modelado compartimental y el medido

con métodos simplificados.

Discusion

Los resultados muestran que es posible ajustar una curva a los datos de cada paciente
(una curva por paciente), teniendo una excelente correlacion entre los dos métodos,
probando que, para este radiofarmaco, es posible usar el ajuste propuesto como
alternativa cuando las muestras de sangre son ruidosas, incompletas, presentan valores
fuera de rango, o cuando no es posible adquirir suficientes muestras para hacer un
analisis de metabolitos. La similitud entre medidas obtenidas permite la toma de menos
muestras, reduciendo la incomodidad del paciente. El método podria ser usado también

para otros radiofarmacos, pero es necesario evaluar la viabilidad en cada uno de ellos.

El valor SUL es preferido sobre el valor SUV (Boellaard et al., 2014) debido a que en

muchos estudios de respuesta a tratamiento, pueden ocurrir cambios significativos en el
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peso corporal en corto tiempo, afectando las medidas. En este trabajo no se encontraron
diferencias entre medir los cambios usando SUV y SUL, sin embargo, si las hay entre la
respuesta temprana y la tardia, esto se debe a que, en ese periodo, los pacientes
sufrieron cambios importantes de peso y en consecuencia en su indice de masa corporal.
En este punto es importante resaltar la importancia de los métodos cuantitativos, pues las
medidas simplificadas son susceptibles a grandes cambios en estudios de respuesta a
tratamientos (Adams et al., 2010; Tomasi et al., 2012) como se muestra en este trabajo.
Aunque en el caso de este radiofarmaco en este tipo de cancer, estos cambios son
aceptables (r =0.86) es necesario una validacién por algun método cuantitativo si se
requiere usar una medida simplificada antes de inferir resultados y tomar decisiones

basadas en las mediciones.

Por otra parte, el valor TBR es el menos preciso para medir los cambios, esto era de
esperarse debido a que un analisis basado solo en muestras de sangre sin analizar en

sus componentes contiene metabolitos que afectan las medidas.

Es una realidad que el uso de modelos compartimentales no puede realizarse en la clinica
diaria, por lo anterior es necesario validar métodos simplificados antes de usarse para
garantizar que los cambios medidos son debidos a cambios fisiolégicos y no a la
variabilidad de los métodos.

En este trabajo se muestra que es posible usar métodos semicuantitiatvos para cuantificar
los cambios debido a un tratamiento, siempre y cuando estén validados por estudios

propios o por los citados en la literatura.

Conclusiones

Este trabajo es uno de los muchos esfuerzos que se hacen en muchos grupos de
investigacion para tratar de obtener valores cuantitativos, (0 una asociacion ellos) por
medio de métodos simplificados que permitan medir cambios de forma confiable. En este
trabajo se propuso un ajuste a los datos de entrada, lo cual repercute en la toma de
menos muestras de sangre, haciendo al método menos invasivo.

Aunque una cuantificacién completa es imposible (e incluso innecesaria) a nivel clinico, es
imprescindible la validacién de los métodos antes de usar métodos simplificados pues una
cuantificaciéon defectuosa puede repercutir enormemente en el paciente, tomando

decisiones erroneas.
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Conclusiones generales y perspectivas a futuro

“Images Are More than Pictures, They Are Data”
Robert J. Gillies

En los ultimos afos, las distintas técnicas de imagenologia médica han empezado a tener
un rol importante como técnicas cuantitativas de diagnéstico, adaptandose a las
tendencias mundiales de medicina personalizada de precision. Por lo anterior, es
necesario contar con métodos que permitan extraer la mayor cantidad de informacion

cuantificable de una imagen tomografica.

La medicina personalizada es cada vez mas frecuente, aumentando la demanda de
pruebas de diagndstico para la 6ptima seleccion de tratamientos, basados en los datos
obtenidos de los distintos métodos que ayuden a tomar decisiones y tratamientos

ajustados a las necesidades especificas de cada paciente.

A nivel investigacion, contar con métodos robustos de cuantificaciéon que permitan inferir
procesos fisiolégicos es imprescindible para tener un mejor entendimiento de los procesos
subyacentes bajo estudio. Los diversos métodos tomograficos permiten estudiar de forma
no invasiva e in vivo una amplia gama de aspectos bioldégicos que no son posibles de
explorar con otras técnicas, permitiendo localizar y estudiar anatdomica y fisiolégicamente

modelos animales de diversas patologias.

Este es un trabajo de investigacion sin precedente en México, con el que se pretende
establecer una nueva linea de investigacion en México basada en el analisis cuantitativo
de imagenes (o mejor dicho, datos) PET. Se exploraron por primera vez en nuestro pais
los principales métodos de analisis usados en centros de excelencia PET a nivel mundial,

permitiendo implementar esas técnicas a diversos proyectos de investigacion.
Con el uso de técnicas cuantitativas, en este trabajo se proponen nuevas formas de
analizar datos PET que permiten obtener mas informacion de las imagenes o de forma

mas eficiente.

Cualquier método de cuantificacién debe cumplir con la precisién suficiente para permitir

comparar entre grupos; uno de los objetivos de este proyecto de tesis fue evaluar, la
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reproducibilidad de distintos métodos de referencia mostrando la importancia de la

elecciéon de un método cuantitativo.

Una de las mayores aportaciones del trabajo es la propuesta de un método que permite
obtener valores cuantitativos en tiempos cortos de adquisicion (hasta 15 minutos), valores
gue nunca habian sido calculados con estudios de menos de una hora. La importancia de
la optimizacién de los tiempos de adquisicién radica en que, como ya se menciono, las
tendencias en medicina requieren el uso de medidas cuantitativas, medidas que no
pueden adquirirse en protocolos estaticos, como los usados comunmente en clinica. Por
lo tanto, alternativas para cuantificar imagenes en tiempos cortos son de gran valia,
aunado a lo anterior, protocolos dinamicos de larga adquisicion de imagenes implican una
gran variedad de inconvenientes: alteraciones de estados fisioldgicos, numero limitado de
estudios con radiofarmacos de vida media corta dificiles y caros de producir, incomodidad
para el paciente, uso de tiempo camara en un solo sujeto, afectando a sujetos que

podrian usarlo en ese tiempo, por mencionar algunos.

El analisis cuantitativo de una imagen permite la obtencién de datos que correlacionan de
forma precisa con los estadios de la enfermedad del paciente, como se mostré en los
capitulos 3, 4 y 5. Aunque estos métodos no se usan en clinica, deben implementarse
metodologias similares a corto plazo para aprovechar al maximo el potencial de la técnica
PET en beneficio del paciente, la creacién de herramientas y métodos que faciliten esa

tarea es trabajo que debe continuarse para difundir su uso.

Es importante resaltar que, antes de iniciar un protocolo de investigacion en el que estan
involucradas imagenes PET, es necesario revisar los parametros de adquisicion y analisis
reportados en la literatura existente usados para optimizar la cuantificacion, en caso de no
haber sido evaluados en la especie a estudiar es necesario investigar los parametros
6ptimos. Una vez validados los métodos, y en caso de tener correlacién con los valores
obtenidos de la cuantificacion, es permitido el uso de parametros semicuantitativos como
el valor SUV para la toma de decisiones médicas, en caso contrario no debe usarse como

medida confiable de comparacion.

La validacién de nuevos modelos es un proceso que requiere un gran numero de

estudios, estudios que pueden ser obtenidos en diversos centros PET para generar una

102



base de datos compuesta de una gran cantidad de imagenes. Para tener bases de datos
confiables, es necesario la creacion de protocolos estandarizados que permitan comparar
entre imagenes. Una vez que se tienen estandarizados los protocolos, es posible la
colaboracion multi-centro, lo cual permite el acceso a grandes cantidades de datos que
con las herramientas computacionales disponibles pueden ser almacenadas, compartidas

y analizadas de forma sencilla.

Con el uso cada vez mas frecuente de algoritmos de inteligencia artificial, una nueva era
en la imagenologia esta llegando; con herramientas como maquinas de aprendizaje,
redes neuronales y aprendizaje profundo, es posible clasificar de forma automatica y
eficiente datos provenientes de una imagen tomografica permitiendo un diagnéstico
preciso, independiente del observador. Estos nuevos algoritmos requieren de datos y la
guia del humano, el papel de los expertos en imagenologia sera programar y guiar estos
nuevos algoritmos que tendran un papel determinante en el diagndstico, creando una
medicina de precisidén en imagenologia. Explorar esas herramientas en nuestro pais es de
vital importancia debido a la fuerte inversién que se ha hecho en recursos humanos y
tecnoldgicos que permiten la obtencion de imagenes PET que tienen una gran cantidad

de informacion oculta que es posible develar mediante métodos cuantitativos.
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1 | INTRODUCTION

Several dopamine-specific radiopharmaceuticals for positron emission tomography (PET) imaging have been developed to assess the integrity of the
dopaminergic system in vivo (Stoessl, 2007), allowing to diagnose and to follow-up the evolution of neurological diseases such as Parkinson’s disease
(PD) and Huntington’s disease (Elsinga, Hatano, & Ishiwata, 2006). Dopaminergic radiopharmaceuticals are useful in both preclinical and clinical
applications (Loane & Politis, 2011). The dopaminergic pathway integrity has been assessed by PET using presynaptic radioligands such as
18F-DOPA (Cumming, Léger, Kuwabara, & Gjedde, 1993) and *'C-DTBZ (DaSilva & Kilbourn, 1992), postsynaptic radioligands including **C-raclopride
(Lammertsma et al,, 1996), **C-SCH23390 (Farde, Halldin, Stone-Elander, & Sedvall, 1987), *C-NNC112 (Slifstein et al., 2007), and Fallypride
(Mukherjee et al., 2015); radiopharmaceuticals such as *'C-cocaine (Gatley, Volkow, Fowler, Dewey, & Logan, 1995) and *C-CFT (Gao et al., 2015)
targeting the dopamine transporter have also been used for this purpose.

PET brain imaging with *'C-DTBZ is an excellent, frequently used indicator of presynaptic dopaminergic integrity (DaSilva & Kilbourn, 1992;
Stoessl, 2007). 1*C-DTBZ is a radioligand specific for the vesicular monoamine transporter type 2 (VMAT2; DaSilva & Kilbourn, 1992) present in all
monoaminergic terminals. In the striatum, the binding sites are predominantly in dopaminergic terminals; this property provides a valuable way to
measure in vivo changes in the dopaminergic system. PET dopaminergic imaging is also useful for the long-term follow-up of patients to quantify
changes due to the natural advance of diseases, the efficacy of treatments or to compare between subject variation at the clinical and research level.
At the research level, a variety of animal models have been developed to infer the pathogenesis, mechanisms of cell death, and to evaluate

Synapse. 2018;72:e22029. wileyonlinelibrary.com/journal/syn © 2018 Wiley Periodicals, Inc. | 10f8
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therapeutic strategies (Tieu, 2011). Animal models of PD have proved highly effective in the understanding of the disease and the development of
novel treatments (Duty & Jenner, 2011).
Given the important role of animal models and the advantages of noninvasive in vivo methods to evaluate possible changes in the dopaminergic

systems due to treatments, it is necessary and important to account with quantifiable and robust methods that allow detecting changes due to the
biological process, not to the method of measurement. To accurately and reliably measure dopaminergic integrity changes, it is necessary the imple-
mentation of quantitative and reproducible methods to obtain information that correlates with the pharmacokinetics of the radiotracer (Gunn,
Gunn, & Cunningham, 2001).

Full PET quantification requires compartmental modeling and blood sampling to accurately describe parameters involved in the pharmaco-
kinetics of the tracer. Fortunately, for some tracers as *C-DTBZ, noninvasive reference tissue methods have been developed, allowing to
obtain quantitative values without the need of blood sampling and time-consuming metabolite measurements (Lammertsma & Hume, 1996).
A frequently and trustworthy value used to measure dopaminergic integrity is the nondisplaceable Binding Potential (BPyp; Innis et al., 2007)

defined as:
BPND=£71=DVR71 (1)
VD

where V7 is the distribution volume of total ligand uptake in tissue and V\p is the distribution volume of nondisplaceable compartment, both
of them relative to the total concentration of ligand in plasma. The term V/V\p is termed the distribution volume ratio (DVR). Note that BPyp
does not require blood sampling as it can be calculated from only brain data using a reference region or tissue without specific binding of the
ligand. Different methods have been proposed to obtain the BPyp using reference tissue models such as the simplified reference tissue model
(SRTM) of Lammertsma and Hume (Gunn, Lammertsma, Hume, & Cunningham, 1997; Lammertsma et al., 1996), the Logan reference tissue
model (LRTM) derived from the Logan plot (Logan et al., 1996), and the multilinear reference tissue models (MRTM) of Ichise et al. (2003,
1996).

In contrast to the originally described reference tissue model that fits four parameters, the SRTM reduces the model to three parameters assum-
ing that the fractional blood volume is the same in both the target and reference tissues (Lammertsma & Hume, 1996). The noninvasive LRTM, how-
ever, is a linear regression equation that derives DVR values as the regression slope at a certain equilibration time t* using a reference region
without specific binding (Logan et al., 1996); LRTM is a modification of the original Logan model (Logan et al., 1990). The original MRTM (termed
MRTMOo) is a further development of the Logan plot method aiming to minimize the bias induced by noise in the measurements (Ichise et al., 1996).
A two parameter version of MRTM (termed MRTM2) is obtained from the 3-parameter MRTM as described by Ichise et al. (2003). Because
MRTM2 estimates fewer parameters, it is expected to be more stable than MRTMo, particularly at high-noise levels of voxel-based parametric
imaging.

All previously described models assume that a reference region without specific binding exists and that the nondisplaceable distribution volume
is the same for the region of interest and the reference region. These methods also require the acquisition of dynamic data starting from radiotracer
administration. Typical tissues used as reference regions without specific binding for dopaminergic tracers are cerebellum and occipital cortex (Chan
et al., 1999; Ishibashi, Robertson, Mandelkern, Morgan, & London, 2013).

Reliable and reproducible methodologies to evaluate the integrity of dopaminergic terminals are mandatory in order to obtain trustworthy
results in preclinical and clinical applications. To the best of our knowledge, there are not any reports on longitudinal studies for !C-DTBZ in rats
using reference tissue methods. The aim of this research was to evaluate the reliability and reproducibility of different reference tissue methods to

calculate BPyp by test-retest analysis of the uptake of **C-DTBZ in rat striatum over a 2-month period.

2 | METHODS

2.1 | Radiochemistry

(+)-a-[**Cldihydrotetrabenazine (*'C-DTBZ) was synthesized at the Unidad Radiofarmacia-Ciclotrén, Facultad de Medicina, UNAM, in a Tracerlab
FXc-Pro synthesis module (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). The synthesis was adapted from the method reported by Shao et al. (2011). Briefly,
[*1C] CO, was produced by the **N(p,a)**C nuclear reaction with the Eclipse HP cyclotron (Siemens/CTI, Knoxville, TN) using 11 MeV proton irradi-
ation (40 min, 60 pA) of nitrogen gas containing 2% oxygen. [11C] methyl iodide ([*1C]CH3l) was synthetized from [*1C] CO, in the synthesis module
using standard methods. Methylation of (+)-9-O-Desmethyl-a-dihydrotetrabenazine (ABX Advanced Biomedical Compounds, Radeberg, Germany)
with [*'C] CH3l was performed at room temperature in DMSO (500 pL) and KOH (3 M, 4 pL). The reaction mixture was diluted with 800 pL of
mobile phase (20 mM NaH,PO,: EtOH, 85:15) and purified by HPLC using a C8 reverse-phase semipreparative column. The product fraction was
diluted with isotonic saline and was passed through a 0.22 mm sterilizing filter into a sterile dose vial. The average radiochemical yield (n = 10) was
3.7 = 1.1 GBq, with a specific activity on the order of 37 GBq/umol at the end of the synthesis.

113



AVENDANO-ESTRADA anp AVILA-RODRIGUEZ s v N A P s E Wl LEY 3of8

2.2 | Animals

Eight female Wistar rats at 12 weeks of age (weight 217 + 21 g) were used in this research protocol. It was decided to use only young adult female
rats because it has been shown that the binding of **C-DTBZ to the VMAT2 is gender independent in rats (Kilbourn, 2004). During the study, rats
were housed with a 12-hr light-dark cycle at room temperature (22 + 2°C) with access to food and water ad libitum. All experiments were per-
formed observing the technical specifications for the production, care, and use of laboratory animals stated in the Official Mexican Norm NOM
0062-Z00-1999. Experimental procedures were performed following institutional guidelines and were approved by the Animal Care and Use Com-

mittee of the Facultad de Medicina at Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

2.3 | PET imaging

Subjects underwent two *C-DTBZ PET scans (test-retest) separated by a 2-month period [12 weeks (test), 20 = 2 weeks (re-test)], which is a typical
age and period for the evaluation and follow-up in animal models of PD after experimental treatments (Diaz et al., 2007; Diaz-Martinez et al., 2013;
Rodriguez-Gémez et al., 2007). A Focus 120 PET scanner (CTI-Concorde Microsystems LLC, Knoxville, TN) was used for PET data acquisition. **C-
DTBZ (37 = 10 MBq) was administered intravenously as a slow bolus injection via the tail vein, with the rats under gaseous anesthesia. Brain
dynamic PET data was acquired in list mode for 65 min from the moment of dose injection. Anesthesia was induced with 5% isoflurane in 100% 0,
and maintained with 2-3% isoflurane during the duration of scans, and vital signs were continuously monitored and recorded, including respiration,
heart rate, and temperature. Raw list-mode PET data were collected as 90 successive frames of 36 X 155s; 18 X 20's; 20 X 30's; 10 X 60s; and 6
X 5 min, and reconstructed with 2 D-ordered subsets expectation maximization algorithm on a matrix of 128 X 128 pixels (pixel size: 0.866 mm;
plane thickness: 0.796 mm). Images were corrected for scanner normalization, detector dead time, random, and scattered events. Images were not

corrected for attenuation.

2.4 | Image data processing

Processing of image analysis was performed with PMOD software package (version 3.7, PMOD Technologies LLC). The reconstructed PET data
were corrected for motion by registering each frame to the last frame. Images were smoothed with a 1 mm full with at half maximum Gaussian filter.
The volumes of interest (VOIs) were obtained by manually drawing a 2 mm radius sphere centered at the structures of interest (right striatum and
cerebellum). VOIs were propagated for all acquired frames to obtain time-activity curves (TAC). Analysis of the data was performed using the SRTM,
LRTM, MRTMo, and MRTM2 implemented in PMOD. A fixed clearance rate k', = 0.02 (min~%) was used as input parameter for MRTM2, as
obtained with PMOD for all test-retest evaluations. In addition, 30 min static images were created adding up frames from 35 to 65 min to determine

the striatum-to-cerebellum ratio (SCR-1) using the same VOls.

2.5 | Statistical analysis

Test-retest variability (VAR%) was calculated as follows:

1 Zn 2||Test;—reTest;||

VAR= n4—i+1 Test;+reTest; *100 ©

Reliability, however, was measured with Interclass Correlation Coefficient (ICC) estimates and their 95% confident intervals, calculated using
the Real Statistics Resource Pack Software release 4.3 [Copyright (2013 - 2015) Charles Zaiontz. www.real-statistics.com]. The ICC was computed
as:

BSMSS—WSMSS
ICC = FoMss+wsMss %

where BSMSS is the mean sum of squares between subjects, and WSMSS is the mean sum of squares within subjects. This coefficient estimates the
reliability of the measurement and ranges between —1 (no reliability, that is, BSMSS = 0) to 1 (maximum reliability, achieved in the case of identity
between test and retest, that is, WSMSS = 0; Parsey et al., 2000).

In addition, test-retest was compared using linear regression and Pearson correlation analysis using GraphPad Prism 6.0.

3 | RESULTS

An example of a typical TAC for the striatum and the reference region (cerebellum) is shown in Figure 1, while the average BPyp of 11C-DTBZ in rat
striatum and their standard deviation, variability, and ICC values with their confidence intervals for the evaluated methods are presented in Table 1.
Typical BPyp parametric images obtained with the evaluated methods are shown in Figure 2. Mean BPyp obtained with the evaluated methods

gave values from 1.10 to 1.26 with variabilities ranging from 3.28 to 7.44% depending on the method. Reliability indices for these methods indicated
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FIGURE 1 Typical TAC of ! C-DTBZ in rat striatum and cerebellum

a good reproducibility for the distinct evaluated methods. However, the values obtained with the semiquantitative method as SCR-1 give more vari-
ability and consequently less reproducibility.

A linear regression and Pearson analysis performed to compare BPyp at test and retest for each rat showed that SRTM and MRTM are more
accurate methods while the ratio method showed greater differences between test and retest (see Figure 3). Note that the r values for SRTM and
MRTM are similar (r > 0.94-0.97), suggesting them as better methods compared to the LRTM analysis (r = 0.89) and the SCR method (r = 0.66); The
p values correspond to the Pearson analysis. MRTM2 demonstrated the best test-retest variability (3.28%) and ICC value (0.98) among the methods
evaluated in this study.

4 | DISCUSSION

In this study, we evaluate the test-retest reproducibility of **C-DTBZ PET measures using different reference tissue methods in healthy rat striatum.
The reliability of quantification by non-invasive reference tissue methods was explored to compare them at longitudinal studies. Excellent reproduci-
bility values were found for SRTM, MRTMo, and MRTMZ2; LRTM had acceptable values whereas the ratio method (SCR) showed the greatest vari-
ability. The results of this study show that quantitative **C-DTBZ PET data in terms of BPyp are a stable and reproducible indicator of
dopaminergic integrity allowing to follow-up, noninvasively, the striatum uptake of the radiotracer in longitudinal studies. This study also showed
that quantification of **C-DTBZ uptake does not get changes in young adult rats in the evaluated period (2 months), making these reference tissue
methods suitable to compare between groups of subjects and to compare treated and control animals in longitudinal studies with a small bias due to
the method of quantification.

Lammertsma (2017) recently stated that test-retest variability of reversible brain-receptor radiopharmaceuticals is in the range of 5-10%, which
has been demonstrated by other authors reporting quantitative analysis results using other radiopharmaceuticals such as *'C-SCH23390 (Kaller
et al,, 2017), 1*C-Cimbi-36 and *®F-altanserin (Ettrup et al., 2016), **C-raclopride (Alakurtti et al., 2015), **C-flumazenil (Salmi et al., 2008), Fallypride
(Dunn et al., 2013), *8F-DOPA (Egerton, Demjaha, McGuire, Mehta, & Howes, 2010), and now we can also include **C-DTBZ.

Chan et al. (1999) reported a good reproducibility of quantitative values for **C-DTBZ in healthy humans using Logan analysis with blood sam-
pling for input function. They showed that reference methods (target-to-reference) have higher reliability than full Logan analysis. Even though a
study with plasma input function allows to absolute quantification, this method is more susceptible to noise from arterial measurements. For this rea-
son, reference methods are an excellent and easier alternative to quantify PET tracers with reversible binding kinetics. Kilbourn (2004) showed that
the binding of **C-DTBZ to the VMAT in rat brain is independent of animal gender and estimated a loss of specific binding of around 45% in older

TABLE 1 Test-retest parameters including the mean BPyp (n = 8) of ** C-DTBZ in rat striatum and their standard deviation, variability shown
as a percentage, and ICC presented with its confidence interval

SRTM MRTMo MRTM2 LRTM (SCR-1)35-45
BPwp Test 1.10 (0.22) 1.18 (0.19) 1.21 (0.19) 1.26 (0.24) 1.40 (0.16)
BPwp Retest 1.12 (0.26) 1.23 (0.20) 1.21 (0.23) 1.26 (0.20) 1.37 (0.26)
Variability 4.46% 5.10% 3.28% 7.44% 12.26%
Icc 0.91 [0.55-0.99] 0.93 [0.66-0.99] 0.98 [0.90-1.0] 0.83 [0.13-0.97] 0.66 [-0.1-0.94]
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FIGURE 2 Representative transversal parametric images of BPyp for ** C-DTBZ in rat striatum obtained with different reference tissue
methods. All images correspond for the analysis of the same subject

animals (78 weeks old) using a ratio method. As it has been shown in this work, ratio methods are not the best option for longitudinal studies there-
fore the ratio method is not the best option to quantify tracer uptake in rat striatum, but it is certainly far better than a simple standardized uptake
value (SUV) analysis. For example, a test-retest analysis of our static images (summed frames from 35 to 65 min) based on SUV showed a variability
>31% (data not shown), compared to variability's <12.5% obtained with the SCR method. SUV is a commonly used value in clinical settings, but the
use of this measurement is better suited to radiopharmaceuticals that have irreversible kinetic (as opposed to reversible receptor binding studies)
because SUV is affected by several physical, technical, and biological factors (Adams, Turkington, Wilson, & Wong, 2010; Zuniga-Meneses,
Avendano-Estrada, & Avila-Rodriguez, 2014). In fact, the use of ratio methods using a reference tissue without specific binding eliminates some
biases from the SUV, because ratios are independent of weight, injected dose, and attenuation, among other important factors affecting this value.

It is important to choose a correct method to quantify tracer uptake in order to reduce bias in the results due to the method itself. For studies
intended to evaluate the efficacy of treatments where small changes are expected, it is crucial to choose a method that assures minimum variability
such as MRTM. It has been shown that MRTM2 provides BPyp values of *C-DASB with less variability compared with that of MRTMo (Ichise
et al., 2003). In this work, we also found that the BPyp of 11C-DTBZ in rat striatum showed less variability when calculated using MRTM2. This is
because MRTM2 estimates fewer parameters and is less subjective to noise levels than MRTMo. Lammertsma and Hume (1996), however, showed
that SRTM is a robust method to estimate BP values using **C-SCH 23390, **C-raclopride, and **C-RTI-121. In this work, we have shown that this

method is also valuable to estimate BPyp values to evaluate **C-DTBZ uptake in rat striatum.
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FIGURE 3 Linear regression analysis for test and retest BPyp in rat striatum for different reference tissue methods (n = 8)
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For cases where large uptake changes are expected as in lesioned rat models or advanced PD, the LRTM could be good enough to detect

changes. Although SCR-1 does not show good indices of repeatability (ICC = 0.66 and VAR = 12.26%), sometimes it is the only way to compare in
clinical settings and preclinical studies, and it certainly works better than a simple SUV analysis. This value could be used to compare intersubject
and intrasubject studies taking extreme care of using the same parameters of acquisition and frame times. Although, comparisons using this method
must be treated carefully to ensure that small changes are due to the evaluate value and not due to the quantification method.

5 | CONCLUSIONS

Several methods can be used to estimate 'C-DTBZ BPyp with different degrees of reliability and reproducibility. MRTM2 and SRTM showed the
best repeatability and accuracy indices, followed by the MRTMo, when evaluating the uptake in rat striatum over a period of 2 months. LRTM, how-
ever, showed acceptable results with variabilities under 10%. Finally, the ratio method using cerebellum as reference tissue gave the less accurate

results among the evaluate methods, though much better results than a simple SUV analysis.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors would like to acknowledge Victor Manuel Lara, Damaris Albores, and Dafne Garduno for microPET imaging; Fernando Trejo,
Gabriela Contreras, Héctor Gama, Armando Flores, Adolfo Zarate, Juan Carlos Manriquez, and Efrain Zamora for radiopharmaceutical produc-
tion; and Mrs. Josefina Bolado for reviewing the English-language of this manuscript. AA-E is a doctoral student from Programa de Doctorado
en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), and received fellowship 245297 from the Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT). This research received partial financial support from UNAM-DGAPA-PAPIIT IT201115.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflicts of interest.

ORCID
Miguel Angel Avila-Rodriguez http://orcid.org/0000-0002-3060-410X

REFERENCES

Adams, M. C., Turkington, T. G., Wilson, J. M., & Wong, T. Z. (2010). A systematic review of the factors affecting accuracy of SUV measurements.
American Journal of Roentgenology, 195(2), 310-220. https://doi.org/10.2214/AJR.10.4923

Alakurtti, K., Johansson, J. J., Joutsa, J., Laine, M., Backman, L., Nyberg, L., & Rinne, J. O. (2015). Long-term test-retest reliability of striatal and extra-
striatal dopamine D2/3 receptor binding: study with [11C]raclopride and high-resolution PET. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 35,
1199-1205. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2015.53

Chan, G. L. Y., Holden, J. E., Stoessl, A. J., Samii, A., Doudet, D. J., Dobko, T., ... Ruth, T. J. (1999). Reproducibility Studies with 11C-DTBZ, a Monoa-
mine Vesicular Transporter Inhibitor in Healthy Human Subjects. Journal of Nuclear Medicine, 40, 283-289.

Cumming, P., Léger, G. C., Kuwabara, H., & Gjedde, A. (1993). Pharmacokinetics of plasma 6-[18F]fluoro-L-3,4-dihydroxyphenylalanine ([18F]Fdopa) in
humans. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism: Official Journal of the International Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 13, 668~
675. https://doi.org/10.1038/jcbfm.1993.85

DaSilva, J. N., & Kilbourn, M. R. (1992). In vivo binding of [11C]tetrabenazine to vesicular monoamine transporters in mouse brain. Life Sciences, 51,
593-600. https://doi.org/10.1016/0024-3205(92)90228-H

Diaz, N. F., Guerra-Arraiza, C., Diaz-Martinez, N. E., Salazar, P., Molina-Hernandez, A., Camacho-Arroyo, I., & Velasco, I. (2007). Changes in the content
of estrogen a and progesterone receptors during differentiation of mouse embryonic stem cells to dopamine neurons. Brain Research Bulletin, 73,
75-80. https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2007.02.002

Diaz-Martinez, N. E., Tamariz, E., Diaz, N. F., Garcia-Pena, C. M., Varela-Echavarria, A., & Velasco, I. (2013). Recovery from experimental parkinsonism
by semaphorin-guided axonal growth of grafted dopamine neurons. Molecular Therapy, 21, 1579-1591. https://doi.org/10.1038/mt.2013.78

Dunn, J. T., Clark-Papasavas, C., Marsden, P., Baker, S., Cleij, M., Kapur, S., ... Reeves, S. J. (2013). Establishing test-retest reliability of an adapted [18
Flfallypride imaging protocol in older people. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 33, 1098-1103. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2013.55

Duty, S., & Jenner, P. (2011). Animal models of Parkinson’s disease: A source of novel treatments and clues to the cause of the disease. British Journal
of Pharmacology, 164, 1357-1391. https://doi.org/10.1111/j.1476-5381.2011.01426.x

Egerton, A.,, Demjaha, A., McGuire, P., Mehta, M. A, & Howes, O. D. (2010). The test-retest reliability of 18F-DOPA PET in assessing striatal and extra-
striatal presynaptic dopaminergic function. Neuroimage, 50, 524-531. https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2009.12.058

Elsinga, P. H., Hatano, K., & Ishiwata, K. (2006). PET tracers for imaging of the dopaminergic system. Current Medicinal Chemistry, 13, 2139-2153.
https://doi.org/10.2174/092986706777935258

117



AVENDANO-ESTRADA anp AVILA-RODRIGUEZ s v N A P s E Wl LEY 70of 8

Ettrup, A., Svarer, C., McMahon, B., da Cunha-Bang, S., Lehel, S., Mgller, K., ... Knudsen, G. M. (2016). Serotonin 2A receptor agonist binding in the
human brain with [11C]Cimbi-36: Test-retest reproducibility and head-to-head comparison with the antagonist [18F]altanserin. Neuroimage, 130,
167-174. https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2016.02.001

Farde, L., Halldin, C., Stone-Elander, S., & Sedvall, G. (1987). PET analysis of human dopamine receptor subtypes using 11C-SCH 23390 and 11C-
raclopride. Psychopharmacology (Berl), 92, 278-284. https://doi.org/10.1007/BF00210831

Gao, L., Chen, H., Li, X,, Li, F., Ou-Yang, Q., & Feng, T. (2015). The diagnostic value of minor salivary gland biopsy in clinically diagnosed patients with
Parkinson’s disease: Comparison with DAT PET scans. Neurological Sciences, 36, 1575-1580. https://doi.org/10.1007/s10072-015-2190-5

Gatley, S. J., Volkow, N. D., Fowler, J. S., Dewey, S. L., & Logan, J. (1995). Sensitivity of striatal [11C]cocaine binding to decreases in synaptic dopamine.
Synapse (New York, N.Y.), 20, 137-144. https://doi.org/10.1002/syn.890200207

Gunn, R. N, Gunn, S. R., & Cunningham, V. J. (2001). Positron emission tomography compartmental models. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism,
21, 635-652.

Gunn, R. N., Lammertsma, A. A., Hume, S. P., & Cunningham, V. J. (1997). Parametric imaging of ligand-receptor binding in PET using a simplified refer-
ence region model. Neuroimage, 6, 279-287. https://doi.org/10.1006/nimg.1997.0303

Ichise, M., Ballinger, J. R., Golan, H., Vines, D., Luong, A., Tsai, S., & Kung, H. F. (1996). Noninvasive Quantification of Dopamine D2 Receptors with
lodine-123-IBF SPECT. Journal of Nuclear Medicine, 37, 513-520.

Ichise, M., Liow, J.-S., Lu, J.-Q., Takano, A., Model, K., Toyama, H., ... Carson, R. E. (2003). Linearized reference tissue parametric imaging methods:
application to [11C]DASB positron emission tomography studies of the serotonin transporter in human brain. Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 23, 1096-1112. https://doi.org/10.1097/01.WCB.0000085441.37552.CA

Innis, R. B., Cunningham, V. J., Delforge, J., Fujita, M., Gjedde, A., Gunn, R. N., ... Carson, R. E. (2007). Consensus nomenclature for in vivo imaging of
reversibly binding radioligands. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 27, 1533-1539. https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600493

Ishibashi, K., Robertson, C. L., Mandelkern, M. A, Morgan, A. T., & London, E. D. (2013). The simplified reference tissue model with 18F-Fallypride posi-
tron emission tomography: Choice of reference region. Molecular Imaging, 12. https://doi.org/10.2310/7290.2013.00065

Kaller, S., Rullmann, M., Patt, M., Becker, G. A., Luthardt, J., Girbardt, J., ... Sabri, O. (2017). Test-retest measurements of dopamine D1-type receptors
using simultaneous PET/MRI imaging. European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, 44, 1025-1032. https://doi.org/10.1007/s00259-
017-3645-0

Kilbourn, M. R. (2004). Long-term reproducibility of in vivo measures of specific binding of radioligands in rat brain. Nuclear Medicine and Biology, 31,
591-595. https://doi.org/10.1016/j.nucmedbio.2004.02.003

Lammertsma, A. A. (2017). Forward to the past: The case for quantitative PET imaging. Journal of Nuclear Medicine: Official Publication, Society of Nuclear
Medicine, 58, 1019-1024. https://doi.org/10.2967/jnumed.116.188029

Lammertsma, A. A, Bench, C. J., Hume, S. P., Osman, S., Gunn, K., Brooks, D. J., & Frackowiak, R. S. (1996). Comparison of methods for analysis of clin-
ical [11C]raclopride studies. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism: Official Journal of the International Society of Cerebral Blood Flow and
Metabolism, 16, 42-52. https://doi.org/10.1097/00004647-199601000-00005

Lammertsma, A. A, & Hume, S. P. (1996). Simplified reference tissue model for PET receptor studies. Neuroimage, 4, 153-158. https://doi.org/10.
1006/nimg.1996.0066

Loane, C., & Politis, M. (2011). Positron emission tomography neuroimaging in Parkinson’s disease. American Journal of Translational Research, 3, 323-341.

Logan, J., Fowler, J. S., Volkow, N. D., Wang, G. J.,, Ding, Y. S., & Alexoff, D. L. (1996). Distribution volume ratios without blood sampling from graphical
analysis of PET data. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 16, 834-840. https://doi.org/10.1097/00004647-199609000-00008

Logan, J., Fowler, J. S., Volkow, N. D., Wolf, A. P., Dewey, S. L., Schlyer, D. J., ... Gatley, S. J. (1990). Graphical analysis of reversible radioligand binding
from time-activity measurements applied to [N-11C-methyl]-(-)-cocaine PET studies in human subjects. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism,
10, 740-747. https://doi.org/10.1038/jcbfm.1990.127

Mukherijee, J., Constantinescu, C. C., Hoang, A. T., Jerjian, T., Majji, D., & Pan, M.-L. (2015). Dopamine D3 receptor binding of (18)F-fallypride: Evalua-
tion using in vitro and in vivo PET imaging studies. Synapse, 69, 577-591. https://doi.org/10.1002/syn.21867

Parsey, R. V., Slifstein, M., Hwang, D. R., Abi-Dargham, A., Simpson, N., Mawlawi, O., ... Laruelle, M. (2000). Validation and reproducibility of measure-
ment of 5-HT1A receptor parameters with [carbonyl-11C]WAY-100635 in humans: comparison of arterial and reference tisssue input functions.
Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 20, 1111-1133. https://doi.org/10.1097/00004647-200007000-00011

Rodriguez-Goémez, J. A, Lu, J.-Q., Velasco, I., Rivera, S., Zoghbi, S. S., Liow, J.-S., ... McKay, R. D. G. (2007). Persistent Dopamine Functions of Neurons
Derived from Embryonic Stem Cells in a Rodent Model of Parkinson Disease. Stem Cells, 25, 918-928. https://doi.org/10.1634/stemcells.2006-0386

Salmi, E., Aalto, S., Hirvonen, J., Langsjo, J. W., Maksimow, A. T., Oikonen, V., ... Scheinin, H. (2008). Measurement of GABAA receptor binding
in vivo with [11C]Flumazenil: A test-retest study in healthy subjects. Neuroimage, 41, 260-269. https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2008.02.
035

Shao, X., Hoareau, R., Runkle, A. C., Tluczek, L. J. M., Hockley, B. G., Henderson, B. D., & Scott, P. J. H. (2011). Highlighting the versatility of the Tracer-
lab synthesis modules. Part 2: Fully automated production of [11C]-labeled radiopharmaceuticals using a Tracerlab FX C-Pro. Journal of Labelled
Compounds and Radiopharmaceuticals, 54, 819-838. https://doi.org/10.1002/jlcr.1937

Slifstein, M., Kegeles, L. S., Gonzales, R., Frankle, W. G., Xu, X., Laruelle, M., & Abi-Dargham, A. (2007). [11CJNNC 112 selectivity for dopamine D1 and
serotonin 5-HT(2A) receptors: A PET study in healthy human subjects. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism: Official Journal of the Interna-
tional Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 27, 1733-1741. https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600468

Stoessl, A. J. (2007). Positron emission tomography in premotor Parkinson's disease. Parkinsonism & Related Disorders, 13Suppl3, S421-S424. https://
doi.org/10.1016/51353-8020(08)70041-5

118



8 of 8 Wl LEY s v N A P s E AVENDANO-ESTRADA anp AVILA-RODRIGUEZ

Tieu, K. (2011). A guide to neurotoxic animal models of Parkinson’s disease. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine, 1(1), a009316, https://doi.org/
10.1101/cshperspect.a009316

Zuniga-Meneses, L., Avendano-Estrada, A., & Avila-Rodriguez, M. A. (2014). Standarized Uptake Values of Liver in Whole Body FDG-PET/CT: An Inter-
patient Variability Study. International Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, 3, 21-25.

How to cite this article: Avendano-Estrada A, Avila-Rodriguez MA. Reference tissue models in the assessment of *'C-DTBZ binding to the
VMAT?2 in rat striatum: A test-retest reproducibility study. Synapse. 2018;72:22029. https://doi.org/10.1002/syn.22029

119



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Capítulo 1. Comparación Entre Métodos de Referencia Cuantitativos para Medir la Reproducibilidad de Valores de Captación de 11C-DTBZ en Cuerpo Estriado de Rata: Prueba Re-prueba
	Capítulo 2. Obtención del Valor DVR de Estudios Dinámicos 11C-DTBZ PET Usando Tiempos Cortos de Adquisición y el Método de Logan Modificado
	Capítulo 3. Uso de Modelado Matemático para Clasificar Regiones de Controles Sanos y Pacientes de Epilepsia Usando Imágenes PET Adquiridas con 18FFMZ y 18FDG
	Capítulo 4. Un Nuevo Método para Analizar Pixel por Pixel Imágenes PET Pre y Post Sinápticas Obtenidas con 11C-DTBZ y 11C-RAC de Sujetos Sanos y Pacientes de Parkinson
	Capítulo 5. Una Aplicación de la Radiomica a las Neurociencias
	Capítulo 6. Validación de Métodos Semi-cuantitativos por Medio de Métodos Cuantitativos
	Conclusiones Generales y Perspectivas a Futuro
	Bibliografía
	Anexo

