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RESUMEN

Objetivos: Estandarizar un protocolo de adquisiciéon con la técnica de Tomografia por
Emision de Positrones para el estudio del metabolismo glucolitico miocardico en ratas
adultas. Material y método: Se estudiaron 5 ratas Wistar macho adultas en tres diferentes
protocolos: el primero con acceso a libre demanda de comida y agua; el segundo con ayuno
de 8 horas y el tercero con ayuno de 8 horas mas la administracion de una carga oral de
glucosa al 50%. Se adquirieron imagenes del 4rea toracica durante 30 minutos mediante el
microPET; a los 30 y 60 minutos después de la administracion de una dosis de 37-55 MBq
de "®F-FDG por via intraperitoneal. Se realizd un analisis comparativo y cualitativo de las
imagenes obtenidas por dos médicos especialistas en el area, asi como un analisis semi-
cuantitativo mediante reconstrucciones 3D y seleccion de ROIs con el programa AMIDE.
Resultados: Se obtuvieron en total 30 estudios cardiacos; 10 para cada protocolo, donde se
determind que las mejores imagenes para fines de evaluacion metabolica del miocardio
fueron las correspondientes a los 60 minutos postadministracion de la 'F-FDG del
protocolo sin ayuno. Conclusiones: Es factible establecer un protocolo valido para la
valoracion del metabolismo glucolitico, con el fin de utilizarlo en el estudio de viabilidad
miocardica en la cardiopatia isquémica, y como punto de referencia para la evaluacion de

terapias génica, farmacoldgica o quirtrgica a nivel experimental.

Palabras clave: '*F-FDG, microPET, Metabolismo glucolitico miocérdico.



ABSTRACT

Purpouse: To standardize an acquisition protocol using Positron Emission Tomography for
the study of myocardial metabolism in adult rats. Material and methods: 5 Wistar adult
male rats were studied under 5 different protocols: no fasting group, fasting group over a
period of 8 hr before the study with only water ad libitum, and fasting group by the same
time receiving an oral 50% glucose solution. Thirty-minute acquisition images were
obtained with a microPET, thirty and sixty minutes after the administration of 37-55 MBq
"SE-FDG. Comparative and visual analyses were performed by two experts in the field. A
semi-quantitative analyze based on 3D reconstructions was performed using AMIDE
software. Results: 30 studies were analyzed; 10 per group. The best images were those of
the first group, especially those taken at 60 minutes after the 'F-FDG administration.
Conclusion: It is possible to establish the non-fasting protocol for the assessment of
myocardial metabolism to be used in the future for the myocardial viability evaluation in
ischemic cardiopathy. This study can be used as a reference point for further experimental

genetic, pharmacological or surgical evaluations.

Key words: 18F-FDG, microPET, myocardial metabolism.
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1.0 INTRODUCCION

Desde la fabricacion del primer microscopio a finales del siglo XVI, las observaciones
morfoldgicas han dirigido el curso de las investigaciones en el area de la biologia. La
imagenologia molecular se ha convertido en una disciplina de rdpido desarrollo que ha
permitido ampliar dichas observaciones en individuos llevandolas a un nivel mas
trascendental. La imagenologia molecular puede ser definida como la representacion visual,
caracterizacion y cuantificacion de procesos bioldgicos a niveles celular y subcelular en
organismos vivos intactos. (Heath et al., 2003, Hoffman and Gambhir, 2007) Es un campo
emergente de cardcter multidisciplinario en el que las imagenes obtenidas representan las
vias celulares y moleculares, asi como los mecanismos de enfermedad in vivo presentes en
un ambiente fisioldgicamente auténtico. El término imagenologia molecular involucra la
coincidencia de técnicas novedosas de adquisicion de imagenes, biologia molecular y
celular, quimica, medicina, farmacologia, fisica médica, biomatematicas y bioinformética

hacia el surgimiento de un nuevo paradigma.

Las técnicas tradicionales de imagenologia confian principalmente en la visualizacion de
cambios morfologicos macroscopicos, fisiolégicos o metabolicos que permitan diferenciar
tejidos patoldgicos de tejidos normales, mas que en identificar eventos moleculares
especificos responsables de enfermedad. La imagenologia molecular se basa esencialmente
en pruebas moleculares especificas como la fuente de contraste de las iméagenes. Esta
especificidad constituye la base de un nuevo paradigma, en el que la imagenologia es ahora
capaz de proporcionar el potencial para la comprension de la biologia integrativa, la

deteccion temprana y la caracterizacion de enfermedades y evaluacion de tratamientos.

El adelanto en las estrategias de imagenologia molecular se debe principalmente a los
avances recientes en técnicas de biologia celular y molecular, el uso de modelos en
animales transgénicos, la disponibilidad de nuevos farmacos y pruebas altamente
especificas y al desarrollo de instrumentacion necesaria para la obtencion de imagenes en

animales pequefios. (Pakzad et al., 2005, Sossi, 2005)



La imagenologia molecular tiene su origen en la medicina nuclear y de cierta forma es una
extension de esta disciplina. Misma que se enfoca en el manejo de pacientes mediante la
inyeccion de radiotrazadores en conjunto con técnicas de adquisicion de imagenes.
Actualmente es posible adaptar los principios de imagenologia molecular a otras
modalidades, como la resonancia magnética o la imagenologia optica. Las pruebas de
imagenologia molecular se han desarrollado gracias al avance del conocimiento a niveles
celular y molecular. (Dobrucki and Sinusas, 2005) El desarrollo, validacion y aplicacion de
estas técnicas novedosas de obtencion de imagenes en individuos vivos incrementard el

entendimiento de los mecanismos de enfermedades. (Phelps, 2002)

1.1 Ventajas de la imagenologia molecular

Mediante imagenologia molecular es posible determinar la distribucion espacial y temporal
de pruebas moleculares, asi como los procesos biologicos asociados; de una forma
significativa a través de un individuo vivo. La visualizacién de funciones e interacciones de
un gen en particular resulta mas sencilla al contar con una evaluacion realista que respeta la
dindmica de las complejas redes biologicas presentes en 6rganos y sistemas completos en

un animal vivo intacto. (Reader and Zweit, 2001)

Dentro de la ciencia farmacologica la aplicacion de pruebas de imagenologia molecular en
animales vivos intactos permite avanzar en el entendimiento de los fendmenos biologicos
relacionados a la molécula estudiada y su interaccion con el organismo. La utilizacion de
animales transgénicos resulta muy util para el desarrollo de nuevos farmacos ya que
permite la validacion de la proteina blanco y la evaluacion de los compuestos bajo prueba,
ademas de determinar la relacion del blanco con efectos toxicoldgicos, evaluar la eficacia
de los componentes y asi asegurar que el comportamiento de los compuestos sera el
esperado en el hombre. La aproximacion mediante iméagenes moleculares dentro del
proceso de desarrollo de nuevos farmacos ofrece la importante ventaja de estudiar un
farmaco potencial marcado mediante un modelo animal, usualmente antes de que los
cambios fenotipicos sean evidentes y sea trasladado rapidamente a estudios en humanos. Es

probable que los ensayos preclinicos se puedan acelerar para eliminar firmacos con



biodistribucion y/o farmacocinética desfavorables antes de la realizacion de estudios en

humanos. (Livingston, 1999)

Una ventaja sobre la experimentacion in Vitro y en cultivos celulares se puede lograr
mediante la realizacion de estudios repetidos en el mismo animal, usando ensayos de
imagenes biologicas en distintos tiempos. Esto revela un cuadro dindmico y mas
significativo de los cambios progresivos en parametros bioldgicos bajo estudio, asi mismo
es posible la valoracion temporal de las respuestas terapéuticas; todo en el mismo animal y
sin la necesidad de sacrificarlo. Con lo que se obtienen resultados de mejor calidad usando
menos animales de experimentacion. Al utilizar una menor cantidad de sujetos de
investigacion mediante técnicas de imagen molecular se atiende a cuestiones morales
relacionadas con el uso adecuado de animales de laboratorio. Es mas viable la aprobacion
por parte de los comités de ética de aquellos proyectos de investigacion en los que se

reduce significativamente el nimero de animales experimentales necesarios.

Otro beneficio de los estudios de imagenologia molecular es su naturaleza cuantitativa. Las
imagenes adquiridas regularmente no son solo subjetivas o cualitativas, como es el caso de
las imagenes obtenidas mediante modalidades médicas convencionales, en cambio, proveen
mediciones numéricas de fendmenos bioldgicos. Dicha informacion cuantitativa suele ser
considerada mas util en comparacion a la informacion similar obtenida in vitro o ex vivo,
teniendo en cuenta que se preserva intacta la fisiologia del sujeto experimental. Sin
embargo, puede existir una excepcion a esta cualidad en los casos en los que la anestesia
general resulte en una alteracion de la funcion bioldgica bajo investigacion, por ejemplo, en

estudios de imagenologia molecular cerebral. (Matsumura et al., 2003)

La posibilidad de realizar pruebas mediante imagenologia tomografica en sujetos sanos
intactos ligada a la reconstruccion tridimensional de las imdgenes tras su adquisicion y la
cuantificaciéon simultdnea de dichas mediciones biologicas permite la obtencion de
informacion volumeétrica relacionada con la distribucion espacial del fenomeno bioldgico

en un 6rgano en particular o en el organismo completo, que a su vez puede complementarse



con la evaluacion de cambios temporales y asi generar informacion en 4 dimensiones de

algun fenémeno biologico de interés.

Recientemente los descubrimientos cientificos en materia bioldgica se han encaminado
hacia la transicion de modelos in vitro a modelos in vivo. Hoy, los esfuerzos se dirigen a
desarrollar tecnologias de imagen no invasivas y con alta resolucién especificas para
animales pequefios. (Bergmann and Pietzsch, 2005) El objetivo principal de la
imagenologia molecular en roedores es obtener una sefial lo mas intensa posible, factible de
ser localizada de la manera mas exacta mediante el marcaje de blancos especificos y con la
menor cantidad de radiotrazador posible. Asi mismo desarrollar un dispositivo capaz de
producir imagenes tridimensionales de informacion anatomica y funcional fusionada con

una alta resolucion temporal. (Laforest et al., 2005, Weber and Bauer, 2004)

1.2 Tomografia por emision de positrones

La tomografia por emision de positrones (PET) detecta rayos y de alta energia que son
emitidos desde el interior del individuo. Es posible marcar moléculas de interés bioldgico
utilizando algin isétopo radiactivo que sea capaz de producir dos rayos y mediante la
emision de un positron desde el nicleo, que eventualmente se aniquilara con un electrén del
medio para producir 2 rayos y de 511 keV en la misma direccion pero en sentido contrario.
(Tamaki, 2002) Dentro de los isotopos emisores de positrones mas comtinmente utilizados
se encuentran: O, PN, ''C y '®F utilizado en sustitucion del hidrégeno o grupos hidroxilos
(OH"). Existen otros emisores de positrones menos comunes como 14O, 64Cu, 62Cu, 124I,
"Br, ¥Rb, y ®*Ga. (Chen et al., 1996) La mayoria de estos isétopos son producidos en un
ciclotron. Los trazadores ya marcados se introducen en el sujeto y mediante el equipo PET
se puede observar la distribucidon y concentracién de las moléculas inyectadas. Muchos de
los emisores de positrones tienen vidas medias relativamente cortas ("°F t;, = 110 min) por
lo que las reacciones quimicas necesarias para la incorporacion del is6topo en la molécula
de interés deben hacerse con rapidez.

La deteccion de los rayos y se realiza a través del registro de la interaccion de éstos con

cristales centelladores. Los cristales transforman la energia de los rayos y en luz visible que



es convertida en una sefal eléctrica, multiplicada y registrada para luego ser utilizada en
datos de proyeccion. La deteccion en coincidencia de un par de rayos y dentro de una
ventana temporal de pocos nanosegundos define la linea de respuesta. Estas lineas son
registradas, almacenadas y transformadas en datos crudos. Tras la correccion de datos se
puede obtener informacion cuantitativa sobre la concentracion y distribucion del
radiotrazador en cuestion. La sensibilidad del PET es relativamente alta, oscila entre las
10" y 10" moles/L, y es independiente de la localizacién de la molécula de interés.
(Chatziioannou, 2002b, Chatziioannou, 2002a) A pesar de que las imagenes PET
usualmente se despliegan en color, representan eventos de interaccion de rayos y idénticos,
y la escala de color refleja la concentracion del isétopo en las distintas zonas del organismo.
La resolucion espacial de la mayoria de los equipos comerciales de PET es de ~5-8 mm en
el caso de estudios cerebrales y ~8-15 mm para el resto del cuerpo. Estas resoluciones se
traducen en elementos de resolucion volumétrica (que pueden ser interpretados como el
volumen de tejido del cual se puede extraer informacion independiente) de 0.5 a 2 cc. En
afios recientes se han desarrollado equipos microPET dedicados a roedores con una
resolucion espacial promedio de ~1-2.5 mm cuya resolucion volumétrica se encuentra entre
0.001 y 0.015 cc. (Cherry and Gambhir, 2001) Los sistemas de ultima generacioén alcanzan
una resolucion de ~1 mm. (Chatziioannou, 2005) Estos equipos miniatura permiten validar
pruebas biologicas de una amplia gama de procesos y facilitan la transicion de pruebas en
cultivos celulares a estudios preclinicos con animales pequefios, hasta llegar a estudios
clinicos en seres humanos. (Cherry, 2001) Esta es una de las caracteristicas Unicas y mas

valiosas de la tecnologia PET.

1.3 Aplicaciones de PET en el campo de la cardiologia

La tomografia por emision de positrones es una herramienta bien validada para la
evaluacion de la perfusion miocardica, la funcidon ventricular izquierda y la viabilidad.
(Machac et al., 2006) Ofrece la capacidad Gnica de medir en forma no invasiva el flujo de
substratos miocardicos regionales y el indice de reacciones bioquimicas en mmol por

minuto por gramo de miocardio. Mientras que este aspecto es verdaderamente unico, la



PET ofrece otras capacidades adicionales, como por ejemplo la evaluacion o cuantificacion

del flujo sanguineo miocardico regional. (Alexdnderson et al., 2002)

En el miocardio normalmente oxigenado, la contracciéon muscular constituye el principal
requerimiento de energia en forma de trifosfato de adenosina (ATP) esencialmente
sintetizado mediante el metabolismo oxidativo en la mitocondria. El oxigeno necesario
proviene del flujo sanguineo coronario. Por lo tanto, existe una estrecha relacion entre el
metabolismo y ambos: perfusion y contraccion. En la isquemia miocérdica, dicha relacion
se altera, por lo que es dificil predecir el estado metabdlico del tejido a partir del estado de
contracciéon o de la anatomia coronaria. El uso de PET y radiotrazadores especificos
permite la evaluacion de los cambios metabolicos producto de la isquemia miocardica.

(Opie and Hesse, 1997)

1.3.1 Metabolismo glucolitico cardiaco y su evaluacién con *F-FDG

El corazén es un o6rgano “omnivoro” que funciona mejor cuando éste oxida diferentes
sustratos simultdneamente. (Taegtmeyer, 1994) La fuente energética puede cambiar en
relacion a diversos factores, tales como la disponibilidad de los sustratos, las demandas
energéticas, el suplemento de oxigeno y las condiciones metabolicas del individuo.
(Carvajal and Moreno, 2003) La disponibilidad de los sustratos de energia depende de
varios factores, entre ellos: flujo sanguineo, influencias hormonales, concentracién en los

vasos aferentes, demanda de oxigeno y carga de trabajo.

El mantenimiento homeostatico de los niveles de glucosa sanguinea es fundamental para la
vida de los organismos mamiferos. La glucosa es el sustrato mas confiable para la
produccion energética en el corazon debido a que su concentracion plasmatica se mantiene
dentro de un estrecho rango. La importancia del metabolismo de la glucosa via glicolisis ha
sido considerada al evaluar el miocardio isquémico e hipertrofiado, (Opie, 1968,
Lopaschuk, 1992, Depre et al., 1995, Taegtmeyer and Overturf, 1988) pero el metabolismo
aerdbico de la glucosa para el mantenimiento de la funcidon contractil normal ha recibido

menos atencion, principalmente debido al hecho bien conocido de que los acidos grasos



son, en condiciones normales, el principal sustrato para la produccion energética del

corazon. (Lopaschuk, 1992, Randle et al., 1963, Lopaschuk, 1994)

El aztcar simple D-glucosa es la molécula organica mas abundante en la naturaleza. La
glucosa que es utilizada por el corazdn, proviene ya sea de la circulacion sanguinea o de los
almacenes intracelulares de glucogeno. El transporte de la glucosa hacia el interior de la
célula miocardica es regulado por transportadores especificos. La glucosa intracelular es
rapidamente fosforilada y se convierte en sustrato adecuado para la glucdlisis, la sintesis de
glucogeno o la sintesis de ribosa. Tras incorporarse a la via glucolitica, la glucosa es
transformada en ultima instancia en piruvato, el cual, es sustrato de vias metabolicas

posteriores. (Figura 1)

La captacion de glucosa, definida como el transporte y fosforilacion de la misma, es
medible mediante el analogo '*F-2-deoxi-2-fluoro-D-glucosa (‘*F-FDG) (Apéndice) y PET.
La PET con '*F-FDG se considera el estudio més sensible para el diagnéstico de viabilidad
miocardica debido a que detecta la actividad metabdlica de la célula miocérdica.
(Alexanderson, 2004) La "*F-FDG se inyecta por via intravenosa y se incorpora a la célula
cardiaca metabolicamente activa (células miocardicas vivas) que preservan integridad de
membrana y persistencia de los procesos bioquimicos. Comparado con las técnicas
tradicionales de Cardiologia Nuclear es aun mas sensible, debido a que estas ultimas
exploran la perfusion de la célula miocardica y no su actividad metabolica. Se ha
demostrado que un 40 a 50% de los pacientes considerados con necrosis sin tejido viable
residual, por los estudios de medicina nuclear (ecocardiografia, angiotomografia coronaria,
resonancia magnética, tomografia por emision de foton Uinico), poseen viabilidad cuando se

les efectua un estudio de PET con '*F-FDG. (Akinboboye et al., 1999)

1.3.1.1 Transporte de Glucosa

Tras su administracion, el transporte de la E_FDG se lleva a cabo por proteinas
transportadoras de la familia GLUT, un sistema saturable estéreo-especifico de
transportadores. (Pessin and Bell, 1992, Gould and Holman, 1993, Mueckler, 1994) La

GLUT-4 es la principal isoforma que se expresa en la superficie del miocardio adulto, es



dependiente de insulina y se puede encontrar también en tejido adiposo. (Pessin and Bell,
1992) Ademas, la célula miocardica expresa el transportador GLUT-1, que predomina en el
miocardio fetal y presumiblemente es independiente de la accion de la insulina. (Gould and

Holman, 1993)

1.3.1.2 Fosforilacion

La fosforilacion de la glucosa por parte de la hexocinasa, es el primer paso regulatorio
dentro del metabolismo glucolitico. El corazén presenta dos isoenzimas: la hexocinasa I
que predomina en el corazén fetal y de recién nacido, y la hexocinasa II, regulada por

insulina y predominante en el corazéon adulto. (Printz et al., 1993) (Figura 2)

Ademas de ingresar a la via glucolitica, una fraccion de la glucosa-6-fosfato es sustrato
para la sintesis de glucégeno. El glucogeno ocupa cerca del 2% del volumen celular del
miocardio adulto y aproximadamente 30% del miocito cardiaco fetal y del recién nacido.
(Shelley, 1961) Contrario a lo que ocurre en higado y musculo esquelético, el musculo
cardiaco aumenta su contenido de glucdgeno con el ayuno. (Schneider et al., 1991) Esto
concuerda con el principio de que los dacidos grasos, principal sustrato energético
miocérdico, inhiben la glucélisis en mayor medida que a la captacion de glucosa,
redirigiendo asi a la glucosa hacia la sintesis de glucdgeno. El almacenamiento de
glucogeno se incrementa también por influencia de la insulina, debido a la estimulacion
simultanea del transporte de glucosa y la sintesis de glucogeno. (Moule and Denton, 1997)
Asi mismo, la glucogenogénesis se incrementa cuando el lactato actia como principal

sustrato energético del corazon. (Depre et al., 1993, Laughlin et al., 1994)

1.3.1.3 Oxidacion de los acidos grasos

Los 4cidos grasos libres son considerados como el sustrato preferido del metabolismo
miocardico. Los acidos grasos requeridos provienen de moléculas de acidos grasos libres
unidos a albtimina, ésteres de colesterol dentro de quilomicrones y lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) circulantes. Dentro de la célula miocardica, los acidos grasos son

metabolizados a una acil-CoA (4cido graso activado) la cual es transferida a la mitocondria



a través de diversas enzimas, tales como la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1).
Dentro de la matriz mitocondrial la acil-CoA ingresa a la via de la B-oxidacion, cuyo
producto final es la acetil-CoA, la cual se incorpora al ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

(Figura 2) (Alexanderson, 2004)

1.3.1.4 Glucdlisis

La glucolisis es la via por la que la glucosa se transforma a piruvato, con la produccion neta
de 2 moles de ATP por mol de glucosa. Dentro de la glucdlisis existen varios sistemas
enzimaticos con funcion reguladora, tales como la 6-fosfofructocinasa, (Figura 2) la cual es
inhibida por concentraciones elevadas de ATP, de citrato y de acidos grasos de cadena
larga, pero es estimulada por el ADP o por el AMP. La glucdélisis desempeiia un papel de
mecanismo de emergencia capaz de producir energia durante periodos cortos en los que no

se dispone de oxigeno. (Alexanderson, 2004)

1.3.1.5 Oxidacion de carbohidratos (Glucosa, Lactato)

Ademas de los acidos grasos, la otra fuente de acetil-CoA para el ciclo de los acidos
tricarboxilicos es la oxidacion de los carbohidratos, particularmente glucosa y lactato.
Cuando el organismo es alimentado por carbohidratos, la lipolisis es inhibida por la
insulina y subsecuentemente la oxidacion de los carbohidratos se incrementa. En este caso
los carbohidratos pueden utilizar el 100% del oxigeno miocardico (glucosa 70% y lactato
30%). Durante el ejercicio intenso (65% de la captacion méaxima de oxigeno de un
individuo), la produccion de lactato se convierte en el mayor combustible del corazon,
respondiendo por el 60 al 70% del consumo miocardico de oxigeno. (Alexanderson, 2004)
Bajo condiciones aerdbicas, la mayoria del piruvato es convertido a acetil-CoA, el cual
entra al ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. (Depre et al., 1999) La oxidacion de
carbohidratos constituye la via metabdlica que une a la glucoélisis con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. (Esquema 1) El acoplamiento entre la glucdlisis y la oxidacion de
carbohidratos es de gran importancia para mantener de manera adecuada el metabolismo

energético miocardico. (Figura 2) (Calvani et al., 2000)



1.3.1.6 Ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs)

Una molécula de acetil-CoA que entra a este ciclo, produce tres moléculas de NADH, una
de FADH,, y una de GTP, el cual es también un compuesto de alta energia. El NADH y el
FADH; son oxidados en la cadena respiratoria de electrones produciendo 11 moléculas de
ATP. (Alexanderson et al., 2004) En este ciclo, confluyen la glucolisis, la oxidacion de

carbohidratos y la f-oxidacion. (Figura 2)

La inhibicion de la oxidaciéon de glucosa por los acidos grasos es un fenémeno bien
conocido del metabolismo de los mamiferos. Los mecanismos implicados se definieron en
estudios con corazones perfundidos, que llevaron a la formulacion del “ciclo glucosa-acidos

grasos”. (Randle et al., 1963)

Por otro lado, la glucosa también es capaz de inhibir la oxidacion de 4cidos grasos. La
transferencia de los acidos grasos activados hacia el interior de la mitocondria, donde
ocurre la f-oxidacion, es catalizada por la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1 y CPT-
2). (Calvani et al., 2000) La tasa de oxidacion de acidos grasos es controlada por su tasa de
transferencia hacia el interior mitocondrial a través de la CPT-1. (Lopaschuk, 1994) Este
ultimo paso es inhibido por la malonil-CoA, (McGarry et al., 1983, Lysiak et al., 1988)
formada a partir de acetil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa. (Awan and Saggerson, 1993,
Saddik et al., 1993) Condiciones como un aumento en la concentracién de glucosa o
lactato, o la adicidon de insulina, que incrementan la produccion de acetil-CoA a partir de
piruvato estimulan la produccion de malonil-CoA, inhibiendo asi la B-oxidacion.

(Ruderman et al., 1999)

Los productos de la glucdlisis ingresan posteriormente al ciclo de los &cidos tricarboxilicos,
donde convergen las vias metabdlicas encaminadas a la oxidacion de las moléculas
combustibles para la produccion de ATP a partir de acetil-CoA e incluyendo el reciclaje de

CO, y H,0. (Figura 2)
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1.3.2 Flujo sanguineo miocardico

Los trazadores como el agua marcada con oxigeno-15 (H,'°O) y amoniaco marcado con
nitrégeno-13 (*NHj) son los radiotrazadores mas utilizados por PET para la cuantificacion
regional y absoluta del flujo sanguineo. Los estudios comparativos realizados en flujo
sanguineo miocardico utilizando cualquiera de estos trazadores tanto en reposo como
durante vasodilatacion coronaria inducida farmacoldgicamente son similares. El H,'"°O
tiene una extraccion miocardica completa que es independiente de flujo y del estado
metabolico del miocardio; por otro lado, las imagenes obtenidas con *NH; son de mejor
calidad. (De Silva and Camici, 1994) Ambos tienen vidas medias muy cortas, lo cual hace

posible la medicion repetitiva de diferentes parametros durante una misma sesioén de PET.
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2.0 ANTECEDENTES

En las ultimas décadas la incidencia de enfermedades cardiovasculares ha aumentado de
manera drastica, especialmente en los paises en vias de desarrollo, donde el estilo de vida
estd presentando una tendencia de comportamiento similar al de los paises de primer
mundo, tanto en habitos dietéticos (mayor prevalencia de obesidad en gente joven) como el
sedentarismo. Estadisticas del INEGI reportaron para fines del 2006 como la principal
causa de muerte en México a la Cardiopatia Isquémica (CI) y en éste rubro el infarto al
miocardio (IAM), con un promedio de 40 a 60 mil defunciones al afio, especialmente en
personas mayores de 65 afios, seguida de padecimientos cronico-degenerativos como la
Diabetes Mellitus y después los padecimientos oncoldgicos. En muchas ocasiones la
enfermedad se manifiesta de manera inesperada, ya sea por infarto agudo de miocardio o
bien por muerte subita sin antecedentes clinicos relevantes, sin embargo, en otros casos,
puede pasar inadvertido especialmente en pacientes diabéticos. Con base en lo anterior, el
diagnostico se ha dirigido hacia una deteccion precoz con el fin de intervenir la enfermedad

en fases tempranas. (Alexanderson et al., 2008)

Actualmente se cuenta con una amplia gama de estudios tanto no invasivos como invasivos
para el diagnostico de la CI, entre los mas importantes se cuenta con la Ecocardiografia, la
Tomografia Vascular Contrastada, la Resonancia Magnética (RM), la Tomografia por
Emisiéon de Foton Unico (SPECT), la Angiografia Coronaria y la Tomografia por Emision
de Positrones. La utilidad de los métodos diagnosticos anteriormente mencionados ha sido
reportada por multiples estudios. (Chartrand et al., 2007, Lombardo et al., 2006, Klein et
al., 2006, Ropers, 2006, Nikolaou et al., 2004)

Con el fin de evaluar la viabilidad miocardica en un modelo animal de manera precisa y
reproducible, que posteriormente permita la evaluacion de tratamientos farmacoldgicos,
quirurgicos y/o genéticos; y teniendo presente que el corazon utiliza distintos sustratos
energéticos de forma simultdnea, nosotros evaluamos el metabolismo de la glucosa a nivel

cardiaco mediante el anélisis de la distribucion y concentracién del analogo radiactivo '*F-
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FDG. Para obtener una buena evaluacion es necesario incrementar la captacion miocardica
de ""F-FDG y elevar su concentracion en el miocardio, lo que permitira obtener mejores
datos cuantitativos e imagenes de alta calidad. Actualmente, existen diversas posibilidades
para lograrlo: modificar el aporte alimenticio, incrementar la afinidad del musculo cardiaco
por la glucosa mediante insulina o disminuir el metabolismo lipidico miocéardico. Kasalicky
y colaboradores determinaron la influencia de agentes antilipidicos, asi como la
administracién de glucosa-insulina sobre la concentracion de "*F-FDG en el corazén de
rata. Administraron 5.5 MBq de '"*F-FDG vy sacrificaron grupos de 5 animales a los 15, 30,
45 y 60 minutos post-administraciéon, determinando asi un tiempo Optimo de
biodistribucion de 45 minutos. Reportaron elevacion de la concentracion miocardica de '*F-
FDG 45 minutos después de la administracion intravenosa (tyloxapol +37% y acipimox

+48%), no asi tras la administracion de glucosa-insulina. (Kasalicky et al., 2001)

Fine y colaboradores midieron los efectos de la variacién de carbohidratos en la dieta de
roedores sobre la captacion de '"F-FDG en estudios PET. Compararon los valores SUV
maximos a nivel miocardico obtenidos tras la administracion de 37 MBq de '*F-FDG de 3
grupos de 5 ratas alimentadas con dietas con niveles bajo, medio y alto de carbohidratos
(0.1%, 52% y 78%, respectivamente). Concluyeron que una dieta con restriccion de
carbohidratos sostenida resulta en una captacién cardiaca de'*F-FDG disminuida. (Fine et

al., 2009)

Handa y colaboradores evaluaron la correlacién entre la captacion miocardica de '*F-FDG
mediante PET y el nivel de radiactividad del tejido medido directamente por un contador
gamma. Concluyeron que el estudio cuantitativo de BEFDG y PET en corazdn de rata es
una aproximacion adecuada para la evaluacion del metabolismo de la glucosa in vivo tras

las la aplicacion de las correcciones necesarias. (Handa et al., 2002)

En otro estudio, Handa y colaboradores estudiaron la progresion de hipertrofia cardiaca
mediante la medicion de la captacion de glucosa a través de un estudio longitudinal en ratas
mediante PET y '®F-FDG. Compararon valores SUV en animales con diferentes pesos y

diferentes dosis de 'SF-FDG. Encontraron diferencias en la masa correspondiente al
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ventriculo izquierdo entre los grupos control, estado inicial y estado avanzado, asi mismo
diferencias en SUVs entre animales de estado inicial y animales del grupo control. (Handa

etal., 2007)

Pefiuelas y colaboradores evaluaron de manera no invasiva un modelo cronico de IAM en
ratas mediante '*F-FDG y un anélisis semi-cuantitativo usando mapas polares de 17
segmentos. Administraron 75 MBq de '®F-FDG por animal en cada estudio, sin privacion
de alimento ni agua, esperaron 120 minutos de biodistribucién y 60 minutos de adquisicion.
Reportaron iméagenes de excelente calidad diagndstica, con alta captacion de '“F-FDG a
nivel miocardico y baja actividad de fondo. La captacion de '*F-FDG fue determinada
como no uniforme en todos los segmentos estudiados. Concluyeron que el analisis permitio
la evaluacion del metabolismo cardiaco, asi como la valoracion y cuantificacion de defectos

cardiacos asociados al IAM. (Pefiuelas et al., 2007)

Shoghi y colaboradores evaluaron el metabolismo miocardico de la glucosa utilizando un
modelo de diabetes tipo 2 en rata, y validaron mediciones de captaciéon de '"*F-FDG usando
un MicroPET, ademads de la expresion de genes y proteinas de transportadores de glucosa.
El protocolo consistid en una adquisicion dindmica tras la administracion de 18.5-29.6
MBq de '"F-FDG. Los animales fueron sometidos a 6 horas de ayuno previas a la

realizacion de los estudios. (Shoghi et al., 2008)

La notable variabilidad en los protocolos con '*F-FDG y MicroPET de los distintos grupos
de investigacion, tanto en la dosis administrada, tiempo de biodistribucion, tiempo de
adquisicion y estandarizacion metabdlica; evidencian la necesidad de establecer un
protocolo propio, viable, reproducible y eficaz para la valoracion de la viabilidad

miocardica a través de la evaluacion del metabolismo glucolitico.
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3.0 JUSTIFICACION

La reciente puesta en operacion del sistema de microPET en la unidad PET-CT de la
UNAM, primer equipo en su tipo en América Latina permitira la realizacion de estudios de
imagenologia nuclear en animales de experimentacion, facilitando asi la profundizacion en

el conocimiento cientifico a varios niveles.

Es fundamental la realizacion de evaluaciones miocardicas en modelos animales que fijen
las bases para el posterior estudio de fisiopatologias especificas, asi como sus posibles

tratamientos.

4.0 OBJETIVO

Comparar el metabolismo glucolitico miocardico evaluando las distintas vias metabolicas
asociadas a los distintos sustratos energéticos a través de la variacion en el aporte
alimenticio utilizando diferentes protocolos de adquisicion de imagenes cardiacas en ratas

adultas con "*F-FDG y microPET.

Obtener informacién de la distribucion y concentracion del compuesto radiactivo mas
importante para el estudio de metabolismo cardiaco no invasivo utilizando tomografia por
emision de positrones en un modelo animal que permita establecer los parametros ideales
para realizar diversos estudios experimentales mediante imagenes funcionales obtenidas

con microPET.

5.0 HIPOTESIS

Tras el andlisis de las imagenes funcionales del metabolismo glucolitico en el miocardio de
rata y la variacion en el aporte energético se obtendran diferencias significativas en los tres
protocolos de adquisicion utilizando un escaner de tomografia por emision de positrones

miniatura.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales.

Se utilizaron 5 ratas Wistar macho adulto sanas, con un peso de 300 a 350 g. Los animales
fueron proporcionados por el bioterio central de la Facultad de Medicina, tras la aprobacion
de La Comisiéon de Investigacion del microPET y La Comisién de Etica, ambas de la
Facultad de Medicina de la UNAM. El manejo 6ptimo de los sujetos de experimentacion se
llevdé a cabo con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio”.

(NOM-062-Z00-1999, 1999)

6.2 Diseiio de grupos.
Para el estudio de metabolismo glucolitico los animales se estudiaron en tres diferentes
protocolos, realizados en distintos tiempos, (con al menos un dia de diferencia entre cada

uno) con el fin de establecerlos como sus propios controles.
El diseo de los protocolos fue el siguiente:
1.- Sin ayuno (libre acceso de comida y agua inmediatamente antes del estudio)

2.- Con ayuno (se restringio el acceso de comida 8 horas antes del estudio, s6lo con acceso

de agua a libre demanda)

3.- Con ayuno mas carga oral de glucosa (ayuno de 8 horas, con administracion de glucosa
al 50% via oral, a dosis de 0.4 mg de glucosa por gramo de peso corporal, 30 minutos antes

de la administracion de la ISF-FDG).

6.3 Adquisicion de estudios.
En cada protocolo se adquirieron dos rastreos PET de 30 minutos; el primero a los 30
minutos después de la administracién de una dosis intraperitoneal de 37-55 MBq de '*F-

FDG y el segundo rastreo a los 60 minutos, esto con el fin de determinar cudl de las dos
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adquisiciones presenta una mejor relacion blanco-fondo, para la adecuada definicion del

miocardio ventricular.

Después de ser anestesiados, los animales se colocaron en posiciéon supina con fijacion
externa de las cuatro extremidades. La cama fue centrada a la altura del corazon para
obtener imagenes de torax utilizando un indicador laser. Se registrd6 constantemente la
frecuencia respiratoria y se monitore6 el estado anestésico durante el periodo de

adquisicion.

El estudio de microPET se llevo a cabo con los animales bajo condiciones de anestesia a

dosis de 50 mg/kg de pentobarbital via intraperitoneal.

Se utilizé un equipo microPET Focus 120 de tipo Concorde Microsystems LLC (SIEMENS
Inc, Knoxville, TN) para la adquisicion de las imdgenes. (Figuras 3 y 4) El microPET
cuenta con un anillo detector de 17.2 cm de didmetro, con un campo de vision (FOV, por
sus siglas en inglés) transaxial de 112 mm y 18 mm en el eje axial. El equipo se encuentra
conformado por un total de 13,384 cristales detectores de LSO (Ortosilicato de Lutecio) de
1.5 x 1.5 x 1.0 mm cada uno. (Chatziioannou et al., 1999) La resolucion espacial intrinseca
de los cristales en promedio es de 1.68 mm, con una resolucion energética entre el 15 y
25% resolucion temporal de 2.4 ns (nanosegundos) para fotones de 511 keV. Este equipo
opera en modo 3D. La resolucion espacial del equipo es de 1.3 mm al centro del escaner
para imagenes reconstruidas y su resolucion volumétrica es de 0.00781 cc, el pico absoluto
de sensibilidad es de 7.1%. La tasa de conteo estd en el orden de las 800 kcps (kilocuentas
por segundo) a una dosis de 88 MBq de radiotrazador. (Tai et al., 2005, Kim et al., 2007)
La reconstruccion de las imagenes se realizé con el algoritmo FBP utilizando un filtro tipo

Rampa. Se obtuvieron imagenes en cortes axial, coronal y sagital en todos los estudios.

6.4 Analisis
Tras la adquisicion de las iméagenes, se realizaron dos tipos de analisis: cualitativo y semi-
cuantitativo. El andlisis cualitativo se realizd por dos médicos con el fin de evaluar la

calidad de las imagenes, comparando los dos tiempos de adquisicion (30 o 60 minutos) y
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determinar asi el mas conveniente para el analisis de metabolismo miocardico de la "F-

FDG.

Para el andlisis semi-cuantitativo se realizo el renderizado volumétrico de todos los estudios
(reconstruccion tridimensional de las iméagenes) utilizando el programa AMIDE. (Loening
and Gambhir, 2003) Se determinaron 3 ROIs (regiones de interés, por sus siglas en inglés)
igualmente volumétricos (esferas 3D de 1900 voxeles en promedio, con dimensiones 12 x
12 x 12 mm cada uno, lo que se traduce en aproximadamente 904 mm’ por cada ROI)

(Figura 5)

Las regiones de interés seleccionadas fueron: -Corazon
-Pulmoén

-Musculo esquelético

Se determino al tejido pulmonar como region de interés importante para la valoracion
visual. Ya que es el 6rgano contiguo al corazdn, el contraste entre estos dos tipos de tejido

debe ser elevado para permitir una correcta definicion de la silueta cardiaca.

Se determind al musculo esquelético (biceps derecho) como region de interés para evaluar
. y . 1 . . .7
la competencia por el sustrato energético, en este caso ''F-FDG mediante la variaciéon del

aporte alimenticio de cada grupo.
Se obtuvieron los siguientes valores de los 3 ROIs de cada estudio (90 en total):

-Mediana

-Media

-Varianza
—Desviacion estandar
—Valor minimo
—Valor maximo
—Rango

—Tamano en voxeles y en mm.
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Con los valores medios de los ROIs se realizd el calculo de distribucidn con base en los

distintos grupos.

Tomando la suma de los valores de los tres ROIs como total, se calcularon porcentajes de
cada organo de interés por grupo experimental, asi mismo se calcularon contrastes:
Contraste visual, definido como la relacion entre el valor promedio de la regiéon
correspondiente al tejido miocardico y al tejido pulmonar; y contraste metabdlico-visual
correspondiente a la relacion entre el valor promedio del musculo cardiaco y el musculo

esquelético.

Con los valores medios y utilizando el programa SPSS (Statistic Program for Social
Sciences), se compararon estadisticamente los resultados de los tres grupos y los tres tejidos
de interés mediante andlisis de varianza y la prueba de Tukey. Para la comparacion entre
los tiempos de adquisicion se utilizo la prueba t student para muestras pareadas. Un valor

de P menor a 0.05 se consideré como significativo.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Analisis cualitativo

7.1.1 Comparacion por tiempos de distribucion del radiotrazador

Se obtuvo una mejor definicion del area miocérdica en la imagen de 60 minutos en la
mayoria de los casos. Especialmente para las imagenes de los protocolos 1 y 3; ya que en la
imagen de 30 minutos ain se encuentra parte del radiotrazador por circulacion sistémica,
dando como resultado cierta distribucién de la '*F-FDG en tejidos blandos como son grasa
parda, musculos toracicos (paravertebrales e intercostales), mediastino y area pulmonar; en
la imagen de 60 minutos dicha captacion disminuye lo que permite mayor definicion de las

paredes ventriculares para su adecuada valoracion.

7.1.2 Comparacion de las imagenes por tipo de protocolo

Con el protocolo sin ayuno (grupo 1) se obtuvieron las imagenes de mayor captacion y
definicion de las paredes ventriculares izquierdas, especialmente con la imagen de 60
minutos en la mayoria de los casos. Se puede definir perfectamente el ventriculo izquierdo,
parte del ventriculo derecho, con escasa captacion del radiotrazador por tejidos blandos del
torax. (Figura 6) La calidad de imagen observada en el protocolo sin ayuno se obtuvo s6lo
en un 60% de las imagenes del protocolo 3 (ayuno con carga de glucosa oral) pues en el
resto, el grado de captacién miocardica fue menor, con distribucion de la "*F-FDG de
manera importante a nivel muscular y grasa parda. (Figura 7). En el caso de las iméagenes
del protocolo con ayuno, la captacion del radiotrazador tanto por miocardio como en tejidos
blandos del torax es casi nula, lo que impide definir completamente la silueta cardiaca en

muchos casos. (Figura 8).

7.2 Analisis semi-cuantitativo
Se obtuvieron 90 ROIs correspondientes a tejidos miocardico, pulmonar y musculo

esquelético; de los 5 animales, en cada 1 de los 3 protocolos y los 2 tiempos de adquisicion.
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Las tablas 1, 2 y 3 presentan los valores de captacion de los 6rganos de interés promediados
por grupo, los porcentajes de captacion y la relacion de captacion entre tejidos para los

distintos protocolos. (Tablas y graficas al final del texto)

Para el caso del contraste visual, es decir la relacion entre la captacion de '*F-FDG en tejido
miocardico vs. tejido pulmonar del protocolo de ayuno se encontr6 entre 2 y 2.5:1. Para el
protocolo de ayuno + glucosa, el contraste resultd cercano a 3 y 3.5:1 a los 30 y 60 minutos
respectivamente. El mayor contraste visual se encontr6 en el protocolo sin ayuno, 6.8:1 en
el periodo de 30 minutos de biodistribucién y 9:1 a los 60 minutos post administracion.
Estas cifras concuerdan con la calidad de imagenes obtenidas para la evaluacion cualitativa,
misma que se realizd sin problemas al definir la silueta cardiaca en todos los casos del

protocolo 1.

A la relacion entre la captacion del radiotrazador por musculo cardiaco y la captacion en
musculo esquelético se le denomind contraste metabolico-visual. Dicho contraste es el
resultado de la distribucion de glucosa radiomarcada. Es dependiente de los requerimientos
energéticos de los tejidos a evaluar, en este caso musculo cardiaco y esquelético. Tanto en
el protocolo de ayuno como en el de ayuno + glucosa, esta proporcion de captacion se
encontr6 muy cercana a una relacion 1:1 bajo los dos periodos de biodistribucion
evaluados, es decir; la BE_FDG se concentrd casi en la misma cantidad en el musculo
cardiaco que en el musculo esquelético, lo que dificulté su evaluaciéon debido al bajo
contraste. En cambio, en el protocolo 1 la relacion de actividad registrada en el miocardio
fue en promedio 4.25 veces mayor que en el musculo esquelético, lo que se traduce en un
alto contraste metabdlico-visual que permitid6 una adecuada valoracion del tejido

miocardico.

El protocolo sin ayuno presentd en ambos tipos de contraste valores muy superiores a los
obtenidos con los otros dos protocolos. Después de 30 minutos de biodistribucion se
alcanzo el mayor contraste metabolico-visual (4.81:1) y 1 hora post-inyeccion se presentd

el mayor contraste visual (9.01:1). Por lo que el protocolo sin ayuno resultdé el mas

21



adecuado para la definicion de las paredes ventriculares mediante la evaluacion del
metabolismo glucolitico cardiaco.

Tras el andlisis de varianza no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre tejido pulmonar y muscular; se encontraron diferencias (p< 0.05) entre corazon y los

tejidos de comparacion mediante analisis de Tukey.

Mediante analisis de varianza no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los protocolos de ayuno y ayuno + glucosa; se encontraron diferencias (P< 0.05) entre

el protocolo sin ayuno y los otros 2 al realizar analisis de Tukey.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los 30 y los 60 minutos

post administracion.
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8.0 DISCUSION

El objetivo principal de la imagenologia molecular mediante PET desarrollada en animales
de experimentacion como modelos de enfermedad es obtener informacion anatdémica,
fisioldgica o bioquimica la cual comparte mucha similitud a la obtenida en los humanos;
facilitando con esto, la correlacion de los hallazgos obtenidos entre el area basica y la
clinica. (Balaban and Hampshire, 2001) Ademas, la capacidad no invasiva de esta técnica
imagenologica permite multiples adquisiciones de un proceso en particular, facilitando asi
el estudio a través del tiempo de la progresion de la enfermedad o bien, de la respuesta
terapéutica en el mismo animal. Asi pues, la fisiopatologia de la cardiopatia isquémica se
ha trasladado al area de la investigacion basica no solo in vitro, sino también in vivo, donde
resulta mas factible la realizacion de investigaciones para la intervencion temprana del
evento isquémico con resultados favorables. (Inubushi et al., 2003, Wu et al., 2002, Kudo et

al., 2002)

Como es sabido en condiciones normales, el flujo coronario aporta la suficiente cantidad de
sustratos y oxigeno para los requerimientos de energia necesarios, cumpliendo asi el
adecuado funcionamiento y excrecion celular. Cuando aumenta la demanda miocérdica, el
flujo coronario puede llegar a aumentar entre 4 6 6 veces, gracias a la vasodilatacion
secundaria a multiples respuestas en el organismo: en condiciones no patologicas se puede
mencionar el ejercicio fisico, como ejemplo. El aumento se presenta de manera uniforme en
los diferentes vasos coronarios y dicha capacidad de respuesta se denomina reserva

funcional o reserva de flujo coronario. (Rodgers, 1998, Sidossis, 1998)

En condiciones fisiologicas, los metabolitos llegan por la microcirculacion y son extraidos
por los miocitos mediante diversos mecanismos, incluyendo procesos pasivos o por medio
de transporte activo. El miocardio normal utiliza un 80% aproximadamente de acidos
grasos de cadena larga como fuente de energia, la glucosa es un sustrato adicional en estas
circunstancias. (Alexanderson et al., 2004) En algunas ocasiones, el lactato puede llegar a
ser fuente de energia. Estos metabolitos son metabolizados en el Ciclo de Krebs,

obteniendo asi ATP, H,O y CO,. (Wolfe, 1998)
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La cantidad y la calidad del aporte de substratos cardiacos estdn determinadas por el estado
dietético y la actividad fisica del organismo en conjunto. Los 4cidos grasos de cadena larga
son el principal substrato para el corazén. Durante el ayuno, los acidos grasos y los
triglicéridos son liberados del tejido adiposo incorporandose a la circulacion. Los acidos
grasos son incorporados al miocito cardiaco para ser degradados a acetil-CoA. La
oxidacion de acetil-CoA comienza con la formacion de citrato, el primer intermediario del
ciclo de acido citrico. Mediante un mecanismo de retroalimentacion alostérica, el citrato
inhibe la glucolisis a nivel de la fosfofructinasa. (Garland et al., 1963) La inhibicion del
metabolismo glucolitico por parte de la oxidacién de acidos grasos se caracterizod
inicialmente en corazones perfundidos (Randle et al., 1963) y posteriormente in Vvivo.
(Nuutila et al., 1992) Los acidos grasos inhiben la oxidacién de glucosa mas que a la
glucdlisis y a la glucolisis mas que a la captacion de glucosa. (Depre et al., 1998, Garland
and Randle, 1964) La glucosa es el principal sustrato metabolico en el corazoén cuando el
nivel de acidos grasos es bajo y las concentraciones de glucosa e insulina altas, tal como
ocurre en el posprandio. (Taegtmeyer, 1994) Dicho aumento en los niveles de insulina
producen un aumento significativo de dicho metabolito en el miocardio, aumentando por
consiguiente el uso de glucosa a través de proteinas transportadoras de glucosa GLUT,
dependientes de insulina. (Santalucia et al., 1992, Alexanderson, 2004) La glucosa
disminuye la tasa de oxidacion de &cidos grasos de cadena larga a nivel de la CPT-1.
(Taegtmeyer et al., 1980) La utilizacion de otros sustratos como lactato y cuerpos cetdnicos

a nivel miocardico, esta en funcion de su concentracion sanguinea. (Taegtmeyer, 1994)

El adecuado acoplamiento entre trabajo cardiaco, flujo coronario, y oxidacion de substratos

constituye una caracteristica central de la fisiologia cardiaca. (Ménard et al., 2009)

Entendiendo este fendmeno fisioldgico, se pueden explicar las caracteristicas de las
imagenes obtenidas en el protocolo 1 y 2, respectivamente; pues con la administracion a
libre demanda de alimento, se presentd una mayor captacion del radiotrazador por el
miocardio desde las iméagenes tempranas, permitiendo una mejor definicion de las paredes
ventriculares en las imagenes tardias, asociado con menor captacion de la "*F-FDG por

tejidos blandos. En el caso de las imagenes de ayuno, se puede explicar la dificultad para
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visualizar la silueta cardiaca, pues bajo esas condiciones, el mayor aporte metabolico a
nivel miocardico estd dado por los 4cidos grasos, por lo que la '"®F-FDG administrada se
distribuye preferentemente a 6rganos vitales como es el cerebro, que en condiciones de
ayuno, requiere glucosa como principal sustrato energético. (Issad et al., 1987, Bax et al.,

1997)

Unicamente en la mitad de las imégenes obtenidas en el protocolo 3 se pudo valorar
adecuadamente el corazon, dado que la absorcion de la glucosa por via oral puede variar de
un animal a otro, ademas se deben tener en cuenta otros factores tales como la velocidad de
absorcion por la mucosa gastrica y duodenal, la velocidad de vaciamiento géstrico y el
transito intestinal; lo que hace de esta técnica un método inespecifico con el cual se pueda
lograr un estado metabdlico ideal para la adecuada captacion de la E-FDG por el

miocardio.

La primera etapa en la utilizaciéon de microPET para estudiar modelos de enfermedades
cardiacas en roedores, consiste en la validacion de las técnicas y métodos de analisis
utilizados. (Herrero et al., 2006, Kreissl et al., 2006) Una medicion adecuada de la funcioén
miocardica es esencial para estudiar la fisiologia y el metabolismo cardiacos. La
determinacion del metabolismo cardiaco requiere de mediciones precisas del flujo
sanguineo miocardico. El microPET ha sido utilizado para obtener evaluaciones
secuenciales de tasas metabolicas cardiacas en un mismo animal. (Lecomte et al., 2003,
Bentourkia et al., 2002, Kudo et al., 2002) Existe un amplio interés en trasladar estas
metodologias a modelos animales de enfermedades cardiacas, (Welch et al., 2006) para
entender mejor como los mecanismos asociados a alteraciones metabodlicas en patologias -
tales como obesidad, diabetes, y cardiomiopatias- contribuyen a las disfunciones cardiacas.
Para lograr esta transicion, es necesario validar con roedores y microPET, dichas

metodologias utilizadas rutinariamente con PET en humanos.
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9.0 CONCLUSIONES

Se obtuvieron de manera reproducible, imagenes de alta calidad, con los contrastes
metabolico y visual deseados y se determind que el protocolo sin ayuno con 60 minutos de
biodistribucion permite analizar y cuantificar el metabolismo de la glucosa en el corazon de

rata en un modelo metabdlicamente estandarizado mediante microPET.

Este estudio permiti6é la estandarizacion de protocolos de adquisicion de imdagenes del
radiotrazador principal utilizado en la practica clinica para el estudio del metabolismo

cardiaco, en un modelo animal, utilizando un equipo PET especializado para tal efecto.

Los estudios no invasivos del metabolismo miocardico pueden proveer informacion valiosa
respecto al estado metabolico del corazon. En particular, el microPET ofrece una
plataforma tnica para la validacion de nuevas pruebas de imagen, asi como intervenciones
terapéuticas novedosas para su traslado a humanos. Actualmente los resultados obtenidos
en roedores permiten evaluar alteraciones tanto perfusorias como metabolicas a nivel
miocardico, jugando un importante papel en el estudio de multiples estados patologicos y
no patologicos, como son la edad, obesidad, hipertension arterial, hipertrofia ventricular,

diabetes, e infarto al miocardio, entre otros.

El disefio de un protocolo adecuado en investigacion basica para el estudio de estos y otros
estados patologicos es de suma importancia dado la trascendencia que puede tener en el

entendimiento y por consiguiente la intervencion terapéutica precoz en el area clinica.

El uso del microPET puede ser muy util para el andlisis molecular del metabolismo del
corazdn y puede usarse para generar un modelo adecuado para el estudio de la cardiopatia

isquémica.

El contar con un modelo animal, y métodos de obtencién de imagenes moleculares que
reflejen fielmente la fisiologia normal del corazén, asi como sus alteraciones, constituye un
gran paso dentro de la investigacion basica en el campo de la cardiologia de nuestro pais,

colocandolo a la vanguardia de los paises de Latinoamérica.
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10.0 FIGURAS
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Figura 1.- Rutas metabolicas encaminadas a la produccion de energia. Transformacion de
glucosa en piruvato e incorporacion del acetil-CoA al ciclo de Krebs.
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Figura 2.- Representacion esquematica de las vias metabolicas del metabolismo energético
miocéardico. Mediante '*F-FDG y PET es posible evaluar el metabolismo glucolitico
cardiaco. El ciclo de los acidos tricarboxilicos (CK) es la via final comun del metabolismo
oxidativo. La tasa de glucdlisis es controlada por varios sistemas enzimaticos que incluyen
a la hexocinasa (HK), la fosfofructocinasa (PFK), la gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa (G3PDH) y la piruvato deshidrogenasa (PDH). De manera similar, el metabolismo
de los acidos grasos libres es controlado por la actividad de la carnitina palmitoil
transferasa-1(CPT-1).
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Figura 3.- Equipo microPET. Focus 120, Concorde Mycrosystems

Figura 4.- Adquisicion de estudio.
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Figura 5.— Determinacion de regiones de interés mediante el programa AMIDE.
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Figura 6- Rata macho 3 sin ayuno, adquisicion a los 60 min. a) corte axial, b) corte coronal,
c) corte sagital.

Figura 7- Rata macho 3 con ayuno + glucosa oral, adquisicion a los 60 min. a) corte axial,
b) corte coronal, ¢) corte sagital.

Figura 8- Rata macho 3 con ayuno, adquisicion a los 60 min. a) corte axial, b) corte
coronal, ¢) corte sagital.
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Tiempo ------

3.63+0.143 27740214 5.19+0.307 4.11+0.245 8.11+0.528 7.42+0.41

3.52 40461 2.83+0.314 4.38+034 3.56+0.321 1.69+0.15 2.02+0.085
Tabla 1. Valores medios de captacion expresados como 1000 x unidades promedio de
imagen + DE.

Figura 9.- Grafica de comparacion por tipo de protocolo. Valores medios de captacion
expresados como 1000 x unidades promedio de imagen + DE. *P<0.05.

Figura 10.- Grafica de comparacion por tipo de protocolo. Valores medios de captacion
expresados como 1000 x unidades promedio de imagen =+ DE.
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Figura 11.- Grafica de comparacion por tipo de protocolo. Valores medios de captacion
expresados como 1000 x unidades promedio de imagen + DE. *P<0.05.

Protocolo Ayuno+Glucosa (%) Sin Ayuno (%)

Tiempo .-----

Corazon 40.35 41.26 46.08 46.34 72.27

Musculo 39.15 38.96 40.18 15.34 19.7

Tabla 2. Porcentajes de captacion de los organos de interés en los distintos protocolos
respecto al total de regiones de interés estudiadas por animal

Figura 12.- Grafica de comparacion de porcentajes de captacion de las regiones de interés
por tipo de protocolo y tiempo de biodistribucion (30 y 60 min). *P<0.05.
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Protocolo Ayuno+Glucosa Sin Ayuno

Metabdlico

Corazon/Muscul PREIRES 0.98 :1
0 1.18:1 1.15:1 481 :1 3.67:1

Visual
Corazon/Pulmon

Tabla 3. Relacion de captacion entre tejidos.
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11.0 APENDICES

11.1 ¥F-2-DEOXI-2-FLUORO-D-GLUCOSA

La '"®F-FDG es un analogo de glucosa, en el que el grupo hidroxilo del carbono-2 de la
molécula de glucosa es remplazado por un atomo de fluor. Al igual que la glucosa, el '*F-
FDG es incorporado al interior de las células vivas mediante transporte facilitado y
posteriormente fosforilado por la hexocinasa. A diferencia de la glucosa, la "*F-FDG no
continua con el metabolismo en la via de la glucdlisis o en la sintesis de glucdgeno debido a
que el grupo hidroxilo del carbono-2 es necesario para el proceso. Al ser relativamente
impermeable a la membrana del miocito, la '*F-FDG permanece en altas concentraciones
en el interior del miocardio, (Alexanderson et al., 2004) por lo que es un buen indicador de

la captacion de glucosa y la viabilidad celular. (Lopaschuk, 1994)

Hidrégeno

Carbono

Oxigeno Oxigeno

FLUOR-18
Molécula de'*F-FDG

La '*F-FDG fue sintetizada en el Departamento de Radiofarmacia de la Unidad “PET/CT-

Ciclotron”, UNAM mediante sustitucion nucleofilica (Sn2).

La sustitucién nucleofilica es una reaccidbn quimica que involucra la adiciéon de una

molécula nucleofilica (molécula negativa altamente cargada) dentro de una molécula con
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un grupo saliente (grupo unido a la molécula padre a través de un enlace quimico débil). La
molécula nucleofilica tiene alta afinidad debido a la relativa deficiencia de electrones del
centro de la molécula padre creada por el grupo saliente. Como resultado la molécula

nucleofilica forma un enlace covalente con la molécula padre y desplaza al grupo saliente.

En la sintesis de 18F-FDG, el ion '°F es el nucleofilo. El precursor es el triflato de manosa,
cuyos carbonos en las posiciones 1, 3, 4 y 6 de la molécula de manosa estan protegidos con
un grupo acetilo, y el triflato es el grupo saliente en el carbono-2. En presencia de Kriptofix

. .. . 18 . .
como catalizador y acetonitrilo como solvente, el ion °F se aproxima al triflato de manosa

en el carbono-2, mientras que el grupo triflato deja la molécula de manosa protegida,

formandose asi '*F-FDG. (Su, 2006)

()
OAc

18F-FDG
Sintesis de '*F-FDG mediante sustitucién nucleofilica.
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