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Capitulo 1

Introducciéon

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una condicién crénica asociada a la edad
y es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun a nivel mundial, afectando
entre una o dos personas de cada mil. Hasta la fecha en México no se cuenta con estudios
epidemiolégicos acerca de la prevalencia e incidencia de la enfermedad de Parkinson
(Cervantes-Arriaga et al., 2013). Clinicamente, la patologia se caracteriza por cuatro
sintomas: temblores en reposo, rigidez muscular, lentitud en los movimientos y cambios
en la postura. Este trastorno del movimiento se caracteriza por la pérdida croémnica y
progresiva de las neuronas productoras de dopamina. Estas células se localizan en la
substantia nigra pars compacta 'y proyectan sus axones a regiones como el caudado y
putamen (Montes et al., 2014); como consecuencia de la muerte celular y la disminucién
en los niveles de dopamina se desarrollan los sintomas motores observados en los

pacientes con Parkinson.

Las causas de este trastorno siguen siendo inciertas. La muerte celular en el trastorno
es atribuida a una cascada de eventos que incluyen la disfuncién mitocondrial, estrés
oxidativo y la agregacion de proteinas a-sinucleina. En los ltimos anos ha crecido el
apoyo a la hipdtesis de que los cambios en el metabolismo de algunos metales conllevan
al desarrollo de distintas enfermedades neurodegenerativas. Particularmente, el cobre
ha tomado gran interés en el estudio de la enfermedad de Parkinson. Este biometal se
encuentra en forma libre o ligado a proteinas de forma intracelular y juega un papel
importante en diversos procesos biolégicos. En los procesos neuroldgicos el cobre esta
relacionado con la regulacion de enzimas cobre-dependientes, las cuales estan implicadas

en un papel neuroprotector de las células dopaminérgicas, por lo que la suplementacion



de cobre en la dieta de los pacientes podria ser una alternativa de tratamiento para esta
enfermedad. La ingesta de cobre en forma aguda, como crénica, ha demostrado bloquear
la peroxidaciéon de lipidos, incrementar la dopamina estriatal y activar proteinas cobre-
dependientes (Davies, 2013). Sin embargo, a la fecha no existe un andlisis in vivo de la
distribuciéon del cobre en el cerebro de los pacientes para evaluar las zonas de captacion

y la efectividad del tratamiento.

La Tomografia por Emision de Positrones (PET), es una modalidad de imagen
molecular que permite visualizar procesos celulares in vivo relacionadas a un gran
numero de patologias oncoldgicas, cardioldgicas y neurolégicas. La técnica se basa en la
administracion de un radiofarmaco, compuesto por una molécula de interés biolégico y
un radionticlido emisor de positrones que permite la obtencién de una imagen funcional

del proceso fisiolégico bajo estudio.

En particular, el radiofirmaco "*F-6-Fluorodopamina se ha utilizado como radiofarmaco
estandar para evaluar la integridad de las células dopaminérgicas presinapticas, lo que
permite el diagnostico de la EP y el estudio de su evolucién. En los tltimos anos ha
crecido el interés del uso de radiofarmacos marcados con radiontclidos metalicos,
especialmente aquellos con is6topos de cobre (Cu) (Avila—Rodriguez y MacQuarrie,
2014), que debido a los positrones y electrones Auger emitidos posee gran interés

teragnostico.

Este proyecto de investigacion posee la novedad de ser el primero en utilizar imagenes
PET de Cu-64 para evaluar la distribucién cerebral de cobre en el ser humano, encontrar
las regiones cerebrales con una homeostasis alterada de este metal en la enfermedad de
Parkinson y evaluar el efecto de la suplementaciéon con cobre en la progresion de la

enfermedad usando '*F-6-Fluorodopamina.



Objetivo General:

Evaluar la distribucién cerebral de cobre en sujetos sanos y con enfermedad de
. . . . ., . s 4 s .

Parkinson, con base en la biodistribucién cerebral el isétopo **Cu en su forma quimica

de cloruro (CuCly), en el cerebro de los pacientes con EP.

Objetivos especificos:

1. Estudiar la biodistribucién sistémica de cobre en sujetos con Enfermedad de
Parkinson.

2. Evaluar la biodistribucién cerebral de cobre en sujetos normales y pacientes con
Parkinson.

3. Hacer un corregistro de imagenes PET con un atlas de resonancia magnética
para la segmentacién automatizada del cerebro.

4. Comparar la captacién de **Cu antes y después de un tratamiento con sulfato
de cobre en pacientes con Enfermedad de Parkinson.

5. Evaluar la progresion de la EP en sujetos suplementados con sulfato de cobre

usando imégenes de "*F-6-Fluorodopamina.



Capitulo 2

Marco tedrico

2.1 Medicina nuclear

La medicina nuclear es una ciencia y practica clinica basada en la administracion
de un trazador radiactivo o radiofirmaco con el fin de obtener informacion diagnoéstica
de forma no invasiva sobre el estado de una patologia por medio de una imagen
funcional. Un radiofarmaco es una sustancia quimica formada por una molécula de
interés bioldgico (que determinaréd la via metabdlica para su distribucién en el cuerpo
humano) y un nicleo radiactivo (que permite examinar la distribucién del radiofarmaco
por medio la deteccion de la radiacién emitida) (Kowalsky 2004). La eleccién adecuada
del radiontclido para aplicaciones radiofarmacéuticas es de gran importancia debido a
diferentes factores. La vida media del radiontclido debe permitir la suficiente captacion

y producir suficientes emisiones para obtener imagenes de buen contraste.

Existen dos modalidades de imagen en medicina nuclear: la Tomografia por Emisién de
Fotén Unico (SPECT, por sus siglas en inglés), que utiliza radiontclidos que se
transforman por decaimiento gamma y la Tomografia por Emision de Positrones (PET),
la cual utiliza ntucleos radiactivos que decaen emitiendo positrones, la antiparticula del
electréon. Al interactuar el positrén con un electrén dentro del cuerpo del paciente,
ocurre un evento de aniquilaciéon en el que la materia de estas dos particulas se
transforma en dos fotones gamma de 511 keV colineales si se aniquilan en reposo (Bailey
2014). La deteccion en coincidencia de los fotones emitidos en distintos dngulos permite
la obtencién de una imagen tomografica para el estudio de un proceso fisiologico in vivo.
La imagen PET ofrece una alta sensibilidad junto con una gran resolucién espacial y
temporal sobre otras técnicas de imagen que permiten un diagnéstico de un proceso

fisiologico.



En los dltimos anos, el uso de la imagen PET se ha vuelto indispensable en el diagnostico
de pacientes oncoldgicos al permitir detectar de manera visual regiones de captacion
inusual del radiofarmaco. Sin embargo, el poder de la técnica recae en su naturaleza
cuantitativa. La imagen PET puede ser utilizada en el seguimiento de la respuesta a
un tratamiento, determinar la viabilidad de receptores afines a un ligando o para evaluar
la farmacocinética y farmacodinamia en las pruebas de desarrollo de nuevos

medicamentos (Kowalsky 2004).

Foton 511 KeV

“— Radiofarmaco

s Detectores
Anhiquilacion

Foton 511 KeV

Figura 1: Principio fisico de la Tomografia por Emisiéon de Positrones.

El estudio de un proceso fisioldgico requiere de trazadores especificos involucrados en el
proceso a investigar. Por ejemplo, "*F-FDG es utilizado para evaluar el metabolismo de
glucosa, mientras 'C-Raclopride permite evaluar los receptores post-sindpticos de
dopamina D2 y '®F-Timidina es un marcador para evaluar la proliferacién celular

(Kowalsky 2004).

En neurologia, la especificidad de la técnica ha permitido el desarrollo de ligandos

radiomarcados que permiten el estudio de diversos neuroreceptores, extendiendo el



conocimiento sobre las funciones realizadas por el cerebro humano de una forma no

invasiva y brindando informacién sobre su fisiologia (Kowalsky 2004).

2.2 Enfermedad de Parkinson

2.2.1 Generalidades del cerebro humano

El cerebro es el centro de control de las sensaciones, toma de decisiones y acciones, su
funcion es ejercer control sobre los demas organos del cuerpo humano por medio de
impulsos nerviosos (Tortora y Derrickson, 2006). La unidad bésica funcional del cerebro

es la neurona, célula especializada en la transmision de impulsos nerviosos.

La neurona estd compuesta por un cuerpo o soma celular del cual parten miles de
pequenas terminaciones denominadas dendritas y algunas terminaciones de mayor
longitud denominadas axones. La comunicacién entre dos neuronas se denomina sinapsis
y se realiza por medio de neurotransmisores. Un neurotransmisor es una sustancia
quimica que se transporta por medio de los axones y es recibida por medio de las
dendritas, produciendo una respuesta que puede ser excitatoria o inhibidora (Tortora y

Derrickson, 2006).

La observacion a simple vista distingue dos zonas de tejido en el cerebro. Por un lado,
una zona de color oscuro denominada sustancia gris, formada por el cuerpo neuronal y
por otro lado, una regiéon mas clara denominada sustancia blanca, compuesta por los
axones mielinizados. En el ser humano adulto, el cerebro representa aproximadamente
el 2% del peso total del cuerpo pero requiere hasta el 20% del oxigeno y glucosa que se
consumen (Tortora y Derrickson, 2006. El transporte de nutrientes se realiza por medio

del liquido cefalorraquideo, el cual protege al cerebro de danos fisicos y quimicos.

2.2.2 Enfermedad de Parkinson

Los trastornos neurolégicos son un grupo de enfermedades que afectan el sistema

nervioso central y periférico debido a anormalidades estructurales o bioquimicas. Dentro



de este grupo de afecciones neurolégicas se encuentra la Enfermedad de Parkinson (EP),
considerada la segunda enfermedad de este grupo con mayor prevalencia a nivel
mundial. La prevalencia de la enfermedad oscila entre 1-2 personas por cada mil, siendo
una condicién que aumenta su probabilidad de incidencia con la edad. Se estima que el
1% de la poblacion mayor de 60 anos sufre de esta condicién, mientras que la
enfermedad se manifiesta en menos de un 4% de la poblacién menor a 50 anos (Tysnes

y Storstein, 2017).

La EP compromete tanto funciones motoras y no motoras. Dentro de las
manifestaciones motoras se encuentras los sintomas cardinales de la enfermedad:
temblor en reposo, bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural. Al menos un 90% de
los pacientes con EP presentan otros sintomas como depresion, demencia, alucinaciones,
trastornos del suefio y pérdida olfativa. El diagnodstico es realizado por un médico
neurologo basado en la observacién de al menos dos de los sintomas clave; sin embargo,
existe entre un 10-25% de error diagndstico cuando este no es realizado por un experto

en trastornos del movimiento (Cervantes-Arriaga et al., 2013).

Una escala valida para la deteccién y evolucion de la enfermedad de Parkinson es la
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS). Esta prueba clinica pondera el
estadio de la enfermedad por medio de cuatro sub-escalas: 1) estado mental,
comportamiento y estado de dnimo, 2) actividades de la vida diaria, 3) exploracion de
aspectos motores y 4) complicaciones con la terapia. UPDRS es el estandar utilizado a
nivel mundial para medir la evolucién de la enfermedad y la respuesta de los pacientes

con EP en distintos ensayos clinicos en busca de nuevos tratamientos.

Los tratamientos para la EP consisten en disminuir los sintomas motores e incluyen la
neurocirugia, la cual busca intervenir en el circuito de los ganglios basales con el fin de
disminuir los sintomas causados por el declive de dopamina y normalizar la actividad

basal de la red ganglionar (Di Matteo, 2007).



2.2.1 Fisiopatologia de la Enfermedad de Parkinson

La caracteristica principal de la enfermedad de Parkinson es la pérdida selectiva de
neuronas productoras de dopamina (DA). DA es un neurotransmisor involucrado en

funciones cognitivas, motivacionales, neuroendocrinas y el control motor.

La dopamina es el neurotransmisor principal en la via nigroestriatal y es producido en
la substantia nigra (SN) para ser enviado por medio de sus axones al estriado dorsal.
El ntimero de células de la SN se ve reducido con la edad, sin embargo, la manifestacion
de la EP inicia cuando la pérdida neuronal alcanza un 80% de las células dopaminérgicas

de la SN (Rivera-Mancia et al., 2010).

Los receptores de dopamina en el cerebro son clasificados en dos familias denominadas
D1 y D2. Los receptores D1 se expresan en diversas estructuras del cerebro tales como
el hipocampo, la amigdala, el bulbo olfatorio y la sustantia nigra pars compacta. Por
otro lado, los receptores D2 son quienes estimulan la locomociéon (Hisahara y
Shimohama, 2011) y se encuentran principalmente expresados en la glandula pituitaria

y los ganglios basales.

Las neuronas productoras de DA poseen una mayor susceptibiidad al estrés oxidativo
debido al alto metabolismo de oxigeno, bajos niveles en antioxidantes y altas
concentraciones de hierro y otras biomoléculas. El fallo en el ciclo respiratorio realizado
en las mitocondrias de la SN aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y genera una caida en la produccién de ATP, llevando a la célula a una muerte
programada (Przedborski, 2005; Di Matteo, 2007). La ausencia de dopamina en los

ganglios basales repercute en la apariciéon de los sintomas motores en la EP.

La administracién farmacoldgica de precursores de dopamina, como el caso de Levopa,
ha sido probada como tratamiento en la EP. El uso de farmacos en los primeros estadios

de la enfermedad resulta en una reduccién de los sintomas motores, sin embargo, la



terapia prolongada y los ajustes en la dosificacién resultan en la reapariciéon de los

problemas motores (Hisahara y Shimohama, 2011). La EP no es curable hoy en dia.

Estriado dorsal
(Ntcleo caudado y Putamen)

Insula

Hipocampo y
Amigdala

Ncleo Accumbens

Substantia nigra

Figura 2: Vias de proyeccién de la substantia nigra.

2.2.2 Medicina nuclear en la EP

La imagen molecular por PET permite estudiar el sistema dopaminérgico por
medio del radiofdarmaco "*F-6-Fluorodopamina (**F-DOPA), el cual es administrado via
intravenosa y captado por los receptores dopaminérgicos en los ganglios basales. Bp.
DOPA es una molécula analoga al precursor de dopamina L-DOPA, por lo que las
imagenes PET de su distribucién proveen un indicador in vivo de la funcién e integridad
de las terminales dopaminérgicas presindpticas (Tai y Piccini, 2004), permitiendo

evaluar la sintesis, almacenamiento y recambio de la dopamina en la neurona.



La depleciéon dopaminérgica de la via nigroestriatal (Fig. 2) es un rasgo caracteristico
de la EP. Los pacientes con este padecimiento muestran un patrén caracteristico en la
pérdida de la actividad dopaminérgica. La EP se caracteriza por una progresion rapida
del declive dopaminérgico en el putamen, que tiene un gradiente posterior a anterior y
una asimetria de lado a lado entre las estructuras del estriado menos afectadas y mas
afectadas (Fig.3). A medida que la enfermedad avanza, la progresién de la hipofuncién
dopaminérgica se vuelve mas lenta, y aunque se mantiene el gradiente, el grado de

asimetria disminuye (Politis, 2014).

El cociente estriado-occipital (SOR, por sus siglas en inglés) se define como el cociente
de la concentracion de actividad medida en una regién de interés (ROI) que limita el
estriado dorsal (putamen y/o nicleo caudado) entre la concentracién de actividad
medida en una region que no posee receptores dopaminérgicos, como es la corteza
occipital. El uso de SOR en la cuantificacién de "*F-DOPA en el estriado ha permitido
estimar la progresion de la EP. Para el nicleo caudado, la pérdida dopaminérgica anual
es aproximadamente del 5.9%, mientras para el putamen anterior y posterior del 8.3%
y 10.3% respectivamente (Nurmi et al., 2006).

Ntcleo
Caudado

Control . Parkinson

Figura 3: Biodistribucién cerebral de '*F-DOPA en un voluntario sano (control) y un
paciente con Enfermedad de Parkinson.

-10 -



2.3 El cobre en la enfermedad de Parkinson

Los llamados metales de transicion como el hierro, zinc, manganeso y cobre
juegan un papel importante en distintos procesos fisiologicos. Estos metales actian
como cofactores de enzimas para regular actividades celulares como transporte de
electrones, reacciones de oxidacion, sintesis de neurotransmisores, metabolismo de
lipidos, etc. La deficiencia o aumento de estos metales ha sido relacionada con distintos

trastornos neuroldgicos (Rivera-Mancia et al., 2010).

En los tultimos afios, la investigacién sobre la fisiopatologia de la EP ha ligado el
trastorno a una ruptura en la homeostasis del cobre en el cuerpo humano, causando la
muerte celular que caracteriza a la enfermedad (Rivera-Mancia et al., 2010). El estudio

de cobre como biometal es una alternativa para entender la fisiopatologia de la EP.

2.3.1 El cobre sistémico

El ser humano adquiere este biometal por medio de la dieta, tipicamente la
ingesta diaria de cobre es entre 2 a 5 mg (Roberts y Sakar, 2008; Davies, 2013; Scheiber
et al., 2014), y es debido al consumo de carnes, legumbres y mariscos, principalmente.
La recomendacién diaria de ingesta de cobre es 0.9 mg/d (Manto, 2014) y el exceso de
cobre en el ser humano es regulado por la excrecién, predominantemente por la via
hepatobiliar. Los 6rganos con mayor concentraciéon de cobre son el higado, el cerebro,

los rinones y el corazén.

-11 -



Cobre dietario
(1-2 mg/d)

i Cerebro

(Cu 3.1-5.1 mgl/g)
o Vena porta Cobre ligado a proteinas
kS
D
8 \Cu libre
g Reabsorcion
2 Excresién
£ (bilis)
S ——
. Otros 6rganos
Excresion

(Heces ~ 1-1.5 mg/d)

Figura 4: Metabolismo del Cobre en el ser humano

El cobre dietario es absorbido principalmente en el duodeno y yeyuno, para ser
transportado principalmente a los rinones e higado. La captacion celular de cobre ocurre
mediante el transportador humano de cobre hCTR1 que se expresa en la membrana
plasmatica de las células. Una vez absorbido, el metal se adhiere a varios aminoacidos
para su transporte como son la albumina, histidina y la ceruloplasmina. Debido a una
débil unién a estos complejos, el cobre libre es filtrado por los rinones para su
reabsorcién, mientras que el cobre excretado en bilis no es disponible para su
reabsorcion. Los niveles totales de cobre a nivel celular son la suma del Cu libre y Cu

unido a proteinas (Manto, 2014).

Los estados de oxidacién Cu®"y Cu' le permiten la participacién en multiples reacciones
de o6xido-reducciéon, asi como la generacién de radicales libres. El cobre libre es un
catalizador de las reacciones de Fenton: Cu’ 4+ H202 > Cu®" + OH + OH (Manto,
2014; Rivera-Mancia et al., 2010). Un aumento de cobre libre repercute en la generacién

de radicales libres y un potencial dafio a nivel celular.

-12 -



El cobre ligado a proteinas como la albumina e histidina es distribuido al higado via la
vena porta para su recirculacién, mientras el cobre ligado a ceruloplasmina es

transportado en sangre a otras regiones del cuerpo humano.

2.3.2 El cobre en cerebro

El sistema nervioso central absorbe sus nutrientes y otras macromoléculas via la
barrera hematoencefalica. La ceruloplasmina y albumina de la sangre son encargadas

de entregar el cobre a esta barrera para su internalizacién en las células neuronales.

La concentracion de cobre en cerebro oscila entre 3.1-5.1 mg/g de tejido cerebral
hiimedo y la distribucién del metal es heterogénea dentro de este 6rgano (Scheiber et
al., 2014, Manto 2014), siendo las regiones con mayor presencia de cobre la SN, el
cerebelo y el hipocampo. Una vez internalizado en las células neuronales puede ser
almacenado por proteinas dependientes de cobre o incorporado como catalizador y

cofactor de multiples enzimas para el desarrollo neurolégico.

Las proteinas chaperonas dependientes de cobre son las responsables de reconocer el
cobre y dirigirlo a los sitios intracelulares de interés como la mitocondria y el aparato
del Golgi. ATOX1 es responsable del transporte de Cu al aparato de Golgi y su posterior
excrecion, COX17 es una chaperona encargada de la internalizacion del cobre en la
mitocondria y en el citoplasma, CCS se encarga de insertar el cobre en la enzima Cu-
Zn SOD (Zheng y Monnot, 2012), la cual posee un papel antioxidante al reducir las
especies reactivas de oxigeno. Modificar la homeostasis normal de cobre altera la funciéon

de las enzimas cobre-dependientes desencadenando trastornos neurolégicos.
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Figura 5: Homeostasis del cobre a nivel celular

Los mecanismos que involucran la captacién, uso y almacenamiento de cobre en el
cerebro estan relacionados con la muerte neuronal. El cobre ha sido implicado en la
fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson al encontrar concentraciones anormales de
este metal en el cerebro de los pacientes con este trastorno. Los andlisis post mortem
de los tejidos cerebrales de pacientes con EP revelan altos niveles en la concentracion
de aluminio, zinc y hierro en la substantia nigra comparada con sujetos control (Popescu
et al., 2009), mientras la concentracion total de cobre presenta una reduccién en su

contenido.

Particularmente, la concentracién de hierro (Fe) es hasta 40% maés alta comparada con
un sujeto sano en las terminales dopaminérgicas de la via nigroestriatal. La sintesis de
dopamina se ve alterada por las concentraciones del hierro en la SN, limitando la

produccién del neurotransmisor al asociarse con la enzima tirosina hidroxilasa. La
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acumulacién de Fe conduce a la muerte neuronal por el estrés oxidativo y el aumento

de especies reactivas de oxigeno (Rivera-Mancia et al., 2010).

Las proteinas dependientes de cobre poseen un papel importante en el metabolismo del
Fe, al permitir su oxidacién para facilitar su transporte. La absorcion de Fe compite
con la absorcion intestinal del cobre, por lo que una dieta reducida en cobre conduce a
la acumulaciéon de Fe y al aumento de los efectos neurotoxicos de este metal (Rivera-
Mancia, 2010), por lo que la suplementacion con cobre se presenta como una alternativa

neuroprotectora ante el declive dopaminérgico.

Las pruebas clinicas que estudian la suplementacién de cobre en la EP (Montes et al.,
2014; Davies et al., 2016), han demostrado que la suplementacién tanto aguda, como
cronica, ha mejorado las funciones motoras y cognitivas de los pacientes, mientras en
modelos animales se ha logrado disminuir la muerte celular al mejorar el metabolismo
de biometales (Bhattacharyya y Dixit, 2011). Estos resultados han conducido a estudiar

el efecto antioxidante del cobre como suplementacién en los pacientes con EP.

2.4 Radionuclidos de cobre

El gran reto de los radiontclidos convencionales para PET recae en su corta vida
media (2-110 minutos). La sintesis quimica de radiofirmacos con estos radioisétopos
debe realizarse rapidamente y poseer un equipo PET cercano al sitio de produccién. Asi
mismo, estos radiontclidos estan limitados a estudiar procesos de naturaleza biologica
rapida, ya que los eventos que requieren una distribucién del radiofirmaco durante
horas o dias se ven limitados en investigarse. El interés en uso de radiois6topos no
convencionales, como radiometales y radiohalégenos, ha crecido en los ltimos anos
debido a su vida media larga. En particular, la variedad de is6topos de cobre ha

generado un gran interés en este metal debido a los tipos de sus emisiones y energias.

El cobre posee un grupo de radioisétopos con potencial para diagnoéstico y terapia. Entre

- s s . . 64 . , . ,
sus isotopos mas investigados se encuentra el "*Cu, producido via ciclotréon y con una
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vida media de 12.7 h. Este radioisétopo posee tres formas de decaimiento (B+, B- y
captura electrénica), dandole posibilidad tanto para radioterapia molecular e imagen.
Las particulas f+ emitidas poseen una energia maxima de 653 keV, que brindan una

calidad de imagen muy similar a los estudios realizados con el radiontclido '°F.

64Cu (12.7h)
1.675 MeV _ _ 0.579 MeV
2(0.47%)/ \ B~ (38.48%)
1.022 MeV
1.346 MeV ¢ \_ 647
£(43.53%)/ . 0 Me¥
/] 0.653 MeV
v (0.47%)
/3 +(17.52%)
64N
0 MeV ¥ ¥ v

Figura 6: Esquema de decaimiento del Cu-64.

%oy posee distintos canales para su produccion, siendo el mas efectivo 64Ni(p,n) debido
a la alta actividad especifica que se obtiene del producto (Avila-Rodriguez et al., 2011).
Un factor que limita su produccién es el costo del blanco enriquecido 04N (abundancia

natural del 0.926%).

La forma quimica [64011]011012 posee caracteristicas especiales de biodistribucién en el
cuerpo humano, siendo los sitios de mayor captacion el higado, el pancreas, los rifiones,
el intestino y el cerebro (Avila-Rodriguez et al 2017). El catabolismo de esta molécula
permite a los iones de [640u]Cu2+ distribuirse sistémicamente hasta ser captado por el

transportador hCTR1 como blanco molecular principal.
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Capitulo 3

Metodologia Experimental

3.1 Produccién del radiofarmaco *F-6-Fluorodopamina

La produccién del radiontclido ®F se realiza via la reaccién nuclear 18O(p,n),
impactando protones de 11 MeV en un blanco gaseoso de oxigeno enriquecido *O
(95%). La energia umbral para dicha reaccién corresponde 2.574 MeV (Nndc.bnl.gov.
2019). La produccién de ®F en su forma molecular requiere dos bombardeos, el primero
para producir la reaccién nuclear (180 en el blanco) y el segundo para recuperar el g
usando una mezcla de acarreador con F natural. El precursor recuperado [°F]F se
compone entonces de un nicleo de °F y otro nicleo estable de ™F, por lo que la

actividad especifica se ve comprometida usando este método.

La sintesis quimica de *F-DOPA requiere del precursor quimico TriBoc-L-Dopa ethyl
ester, que posee grupos carboxilos protectores en sus carbonos salvo en el sexto de ellos,
posicion en la que se lleva a cabo la sustituciéon nucleofilica o electrofilica. Los grupos
protectores son posteriormente removidos por medio de una hidrolisis acida con HBr.
La purificacion del producto se realiza por cromatografia de liquidos usando una

columna semipreparativa de fase reversa de C18.

3.2 Produccién del radionticlido “Cu

El radioisétopo %1Cu es producido en la Unidad Radiofarmacia/Ciclotrén de la
Facultad de Medicina, UNAM. Existen varios canales de reacciéon para la produccion
de 64Cu, sin embargo, el canal de reacciéon mas utilizado es 64Ni(p,n)MCu debido a la

alta actividad especifica que se puede obtener para este radioisétopo del cobre. La
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energia umbral para esta reaccién nuclear corresponde a 2.495 MeV (Nndc.bnl.gov.

2019).

Fig. 7: Electrodeposicién de %Ni (Manrique-Arias y Avila-Rodriguez, 2014).

El blanco de *Ni es electrodepositado usando una celda electrolitica con un anodo de
platino y un disco de oro como catodo (Fig. 7). El material del blanco es previamente
preparado en una solucion electrolitica con 30 mg de acido bérico en un volumen de 2
mL. La electrodeposicion es realizada a temperatura ambiente, usando una corriente de
30 mA durante 60 min. Al final de este proceso, el blanco de Ni es depositado en un

, . 2 .
area circular de 0.5 cm” sobre el soporte de oro como se muestra en la Fig. 8.

Tabla 1: Impurezas radionuclidicas generadas en el blanco enriquecido de “Ni (96%).

Radioniclido Vida media Reaccién Abundancia en Rendimiento  Rendimiento
nuclear el blanco (%) relativo a relativo a

64Cu 6100

o 17.5h Ni(p,a) 2.5 - 0.0004

e 23.7 min %Ni(p,n) 1.65 0.0621 -

%o 1.65 h 4Ni(p,at) 96 - 1.0

e 34h 'Ni(p,n) 0.14 0.0032 -

#Cu 9.7 min 2Ni(p,n) 0.51 0.0627 -

0y 12.7h %4Ni(p,n) 96 1.0 -

El blanco de Niquel enriquecido al 96% con %/Ni es irradiado con un haz de protones de
11 MeV durante 1 h. Los productos de activaciéon se muestran en la Tabla 1. Las
impurezas radionuclidicas como 60Cu, SlCu y 2Cu no son de importancia debido a su

vida media corta, lo que permite su decaimiento en isétopos de Ni para su separacion.
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La separacion de los isétopos de Ni, 1Co y %1Cu se realiza por cromatografia de
complejos de cloro. Después del bombardeo, el blanco es disuelto en una solucién de 2
mL de HCI (10 M) a 90°C, exponiendo la cara del blanco irradiada. El blanco disuelto
es transferido a una columna de intercambio i6nico AG1-X8 (Bio-Rad). El Ni es eluido
haciendo pasar en la columna 25 ml de HCI (6 M), permitiendo su reprocesamiento para
volver a ser electrodepositado. Las trazas de 1Co son separadas usando 15 ml de HCI
(4 M) en la columna y finalmente el **Cu es obtenido usando 10 mL de HCI (0.1 M).
La fraccién de cobre es evaporada por sequedad, y la actividad de %1Cu es recuperada
en 5 ml de solucién salina y esterilizado por filtracién mediante una membrana de 0.22

pm.

Fig. 8: Blanco de %Ni electrodepositado sobre el disco de oro.

3.3 Estudios PET/CT

Los pacientes fueron captados en consulta externa en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia (INNN). El protocolo de investigacién fue previamente
aprobado por el Comité de Etica en Investigacién del INNN con el nimero de protocolo

N -117/14 con fecha del 20 de junio del 2017. Los criterios de inclusién fueron:

e Paciente con enfermedad de Parkinson diagnosticada siguiendo los criterios de
Hughes (el paciente debe presentar bradiciensia y al menos otro de los sintomas

cardinales de la enfermedad).
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e Tratamiento fijo con Levodopa de mas de tres meses.
e Firmar carta de consentimiento informado en la que se explican los estudios que

se realizaron.

El grupo de estudio se conformé por 14 sujetos y su informacion se resumen en la Tabla
2. El estudio se realizé doble ciego, suplementado con 4 mg/12 h de sulfato de cobre a
siete de los pacientes, dosis que no produce efectos toxicos segun lo reportado en la
literatura (Rojas-Sorbazo, 2013); mientras el resto del grupo fue suplementado con
placebo, el cual puede ser capaz de generar un efecto positivo en los pacientes debido a

causas puramente psicolégicas.

Tabla 2: Caracteristicas del grupo con Enfermedad de Parkinson (F: femenino, M: masculino,
C: cobre, P: Placebo).

Paciente Sexo Edad (afios) Talla (m) Peso (kg) Suplemento
1 M 65 1.71 80 P
2 M 51 1.7 82 P
3 F 65 1.58 73 C
4 F 51 1.55 59 P
5 M 65 1.68 78 C
6 M 71 1.75 74 P
7 F 51 1.65 60 P
8 M 56 1.8 95 C
9 F 62 1.5 58 P
10 M 42 1.64 70 C
11 M 43 1.77 86 C
12 F 67 1.46 60 P
13 M 68 1.72 73 P
14 F 46 1.48 42 C
Promedio + SD 57 £ 10 1.6 £ 0.1 71+ 14 N/A

Adicionalmente se solicité la participacién de un familiar cercano al paciente con EP
en este estudio como sujeto control, esto con el fin que los sujetos considerados sanos
posean los mismos niveles de cobre enddgenos a los pacientes debido a la dieta. Las

caracteristicas de este grupo se muestran en la Tabla 3.
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Se realizaron estudios PET/CT iniciales a cada uno de los sujetos del estudio usando
los radiofarmacos [64011]011012 y F-DOPA, dejando un mes de diferencia entre ambos

estudios para la eliminacion biologica de cada radiofarmaco.

Los estudios PET/CT se realizaron en el departamento de Medicina Nuclear del
Instituto Nacional de Cancerologia, en el tomégrafo dual Biograph mCT 20 PET/CT
(Siemens Medical Solutions, USA).

Tabla 3: Caracteristicas del grupo Control

Voluntario Sexo Edad (afios) Talla (m) Peso (kg)
1 M 49 1.70 75
2 F 46 1.64 80
3 F 71 1.54 68
4 M 51 1.79 82
5 M 60 1.64 60
| Promedio + SD 55+10  1.7+01  73+9

El radiofsrmaco [**Cu]CuCl> fue administrado via intravenosa, inyectando una
actividad de 4 MBq/kg peso en solucién salina. Los primeros pacientes con EP
(pacientes 2, 4, 6, 11 y 14) y los cinco sujetos controles fueron utilizados para analizar
la biodistribucion sistémica del radiofarmaco. Se adquirieron imagenes PET estaticas
de cuerpo completo (15 min de adquisicién) a tiempos de 5 min, 30 min, 1 h, 5 h, 9 h,
y 24 h post inyeccion. El resto del grupo de pacientes fueron sometidos a un solo estudio

PET cerebral a las 24 h p.i.

La progresion de la enfermedad fue evaluada con los estudios PET de la biodistribucién
de "®F-DOPA. Los pacientes fueron suministrados una hora antes del estudio con 150
mg de Carbidopa, que es un inhibidor de la Dopa descarboxilasa. Esta enzima de
localizacién sistémica degrada la 'SF-DOPA, que es un andlogo de LDOPA, antes de
cruzar la barrera hematoencefilica, y reduce la captacién de '*F-DOPA en los ganglios
basales. Cada paciente fue inyectado con 4.5 MBq/kg de peso del radiofairmaco y a los

75 min p.i. se obtuvo la imagen PET cerebral (15 min de adquisicién estéatica).
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Posteriormente los pacientes recibieron suplementaciéon (CuSO4 o placebo) por 1 ano.
Al término del tratamiento, se realizaron estudios PET/CT cerebrales utilizando los

mismos radiofarmacos. Los tiempos y estudios realizados se resumen en la Fig. 9.

18F-DOPA PET/CT 18F-DOPA PET/CT

84Cu PET/CT 64Cu PET/CT

Om im

>
Suplementacién CuSO, 12m 13m
Smm—
Estudios basales 4mg/12 h [12] Estudios post
tratamiento

Figura 9: Representacién esquematica de los estudios PET/CT.

3.4 Biodistribucién sistémica de **Cu en pacientes con EP

Las imégenes PET/CT de cuerpo completo de los primeros pacientes fueron
analizadas en el software OSIRIX MD. Este software opera en el sistema MAC OSX y
estd avalado por la Administraciéon de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en
inglés) de Estados Unidos, para su uso en diagnéstico clinico en medicina. El programa
permite visualizar distintas modalidades de imdgenes biomédicas (MRI, PET, CT) en

formato DICOM.

La imagen PET de cada paciente fue fusionada con su respectivo CT. Se trazo el
contorno de los érganos criticos (higado, pancreas, rifiones e intestino superior) (Avila-
Rodriguez et al., 2017) corte a corte para definir el volumen de interés (VOI). La fusién
de las imagenes permite usar las VOIs definidas en el CT sobre la imagen PET para

obtener la concentracién de actividad (kBq/cc £ o, o: desviaciéon estdndar) en cada
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organo, bajo la premisa que la distribucién del radiofirmaco es homogénea en el

volumen.

Los biodistribucién del Cu es presentada como el porcentaje de la dosis inyectada en

el érgano (%ID/org):

(3.1)

donde Ao representa la concentracién de actividad (MBq/cc) medido en el VOI del
organo, Vo el volumen del érgano (cc) y Am es la actividad total inyectada. La
adquisicion de imagenes estaticas a 5 min, 30 min 1 h, 5 h, 9 h, y 24 h p.i. permite
construir un grafico de actividad vs tiempo, el cual posee un modelo exponencial debido
a la eliminacién biolégica y el decaimiento radiactivo del radiofarmaco. Las curvas de
biodistribucion por cada érgano fueron ajustadas siguiendo el modelo triexponencial

usado en la biodistribucién y dosimetria realizada en Avila-Rodriguez et al 2017:

1D
% —
org

(t) = ae™® + ce ¥ + fe 9

(3.2)

siendo a, b, ¢, d, fy g, las constantes buscadas del ajuste. La integracién de la ecuacion
4.2 con los valores obtenidos del ajuste, desde ¢ = 0a ¢ = co permite obtener la actividad

acumulada en cada érgano.

3.5 Procesamiento de imagenes cerebrales

Las imagenes fueron obtenidas en formato DICOM y procesadas usando el software
PMOD 3.8 dedicado al analisis cuantitativo de imagenes PET. Se cortaron las imagenes

de MRI a la porcién correspondiente a la region de andlisis, esto con el fin de reducir el
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tiempo de computo en el programa. Los estudios PET de los primeros pacientes fueron
igualmente cortados a la region cerebral de la imagen y suavizados con un filtro

Gaussiano (FWHM = 4 mm).

La herramienta PNEURO (PMOD Technologies) del software permite obtener los
volimenes de interés de las estructuras cerebrales de forma automatica al hacer uso de
un atlas anatéomico de resonancia magnética. Esta opciéon permite manejar la
informacién espacial de cada estructura en el atlas y hacerla coincidir con la anatomia
de cada sujeto de estudio segin su estudio de resonancia magnética. Los estudios PET
de cada paciente fueron complementados con un estudio MRI ponderado en T1 (TR =
2300 ms, TE = 2.26 ms) realizados en el resonador de 3.0 T del INNN. Las imagenes
ponderadas en T'1 permiten visualizar la anatomia de la sustancia gris, sin embargo, la
anatomia de los ganglios basales hace dificil su segmentacion debido al bajo contraste

entre estructuras y el ruido de la MRI en esta area.

La herramienta PNEURO permite la segmentaciéon del cerebro usando una base de
datos en el software con 26 estudios MRI-T1 que entrenan al programa en la
segmentacion de las estructuras en cuatro atlas distintos con resoluciones de 1 mm y
2mm. La segmentacién automatica se realiz6 utilizando el atlas AAL-VOIS del Instituto
Neurolégico de Montreal (MNI), el cual permite la segmentacién del cerebro en 120
estructuras, dentro de las cuales se incluyen las regiones del estriado. Si bien, la
anatomia de la poblacion mexicana es distinta a la poblacién utilizada por este atlas es
posible adaptar la anatomia del atlas a la anatomia de cada uno de nuestros pacientes.
El uso de una transformaciéon de seis grados de libertad que gire y deforme la anatomia

del atlas permite adaptarlo a la poblacion utilizada.
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Figura 10: Segmentacion de cerebro. a) Estudio PET. b) Estudio MRI. ¢) Mapas de
materia blanca, materia gris y liquido cefalorraquideo. d) PET en el espacio MRI. e)
Transformacion del atlas al espacio MRI. f) Estructuras segmentadas en el espacio MRI.

El procesamiento de imagenes partié del estudio PET (Fig. 10a) y la MRI (Fig. 10b).
El estudio MRI fue cortado de forma que el campo de vista cubra solamente la region
del cerebro del paciente (sin considerar el cuello de este en los estudios sagitales), de
esta forma se optimiza el tiempo de computo del programa durante la segmentacion.
La reduccién de ruido en la region del estriado se realizdé por medio del algoritmo de
medias-no-locales, en la que se toma el promedio de los pixeles vecinos a corregir

ponderado por la variacion en la intensidad del pixel a corregir.
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El cerebro del paciente en la MRI es segmentado en las regiones de sustancia blanca,
sustancia gris y liquido cefalorraquideo (Fig. 10c), para ello, el software utilizado
clasifica la intensidad de cada pixel de la imagen y siguiendo una curva gaussiana lo
discrimina a uno de los tres tipos de tejido, lo que nos otorga un mapa de probabilidad
del tejido (muestreo de 6 mm). Esta primera segmentacién permite visualizar las
estructuras del estriado. La segmentacién en estructuras requiere la definicién de un
punto o region de referencia en el ntucleo caudado, el cual es delimitado marcando la
comisura anterior, la comisura posterior, el punto inter-caudal y el punto
interhemisférico, este ultimo permite la segmentacién de las estructuras por hemisferio

izquierdo y derecho.

La imagen PET del radiofarmaco se hace coincidir con el espacio del estudio MRI (Fig.
10d), de esta forma la segmentacion que se realiza en el MRI puede ser trasladada al
estudio PET. La coincidencia entre el atlas y la MRI requiere una transformacion
estereostatica en los mapas de probabilidad, por ello se normaliza la plantilla T1 del
atlas al estudio MRI de cada paciente (Fig. 10e). El procedimiento inicia haciendo una
coincidencia global del atlas con la MRI y posteriormente se modifican uno a uno los
elementos de la plantilla con un algoritmo de seis grados de libertad. Las estructuras
modificadas del atlas son segmentadas en la MRI creando los volimenes de interés

(VOIs) para el analisis de concentracion de actividad usando la imagen PET (Fig. 10f).

3.6 Analisis estadistico

La cuantificacién de concentraciéon de actividad (kBg/cc + o) de *Cu en el
cerebro se realizé en las siguientes regiones (fig. 11): Insula (INS), Hipocampo (HPC),
Amigdala (AMG), Ntcleo Caudado (NCD), Putamen (PUT), Pallidum (PLD) y
Téalamo (TLM) . Los valores medidos fueron normalizados con la concentracion de
actividad en una regién esférica (r = 5 mm) en la materia blanca del cerebelo (CWM),
esta regién fue seleccionada debido que es la responsable del transporte y circulacion

del cobre al cerebelo, es decir este metal no posee especificidad por la region. Los valores
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medidos para cada paciente discriminados por grupo fueron sometidos a una prueba de
Shapiro-Wilk para determinar si siguen wuna distribucion normal (p=0.05),
posteriormente se obtuvo la actividad normalizada de cada grupo (promedio *

desviacién estdndar) para realizar las pruebas estadisticas principales.

Los resultados basales fueron sometidos a una prueba t-student bilateral (ver Anexo A)
para determinar las diferencias estadisticamente significativas (p=0.05) basales entre
ambos grupos. El efecto de la suplementacién con cobre en la EP se determiné con una

prueba t-student bilateral de muestras pareadas (p=0.05).

Putamen fnsula Caudado

< 9 v
Talamo Palido Amigdala Hipocampo

Fig. 11: Estructuras utilizadas en el andlisis de distribucion cerebral de Cu-64.
Izquierda: corte axial, derecha: corte coronal.

Las imé4genes de la distribucién cerebral de 'F-DOPA fueron utilizadas para conocer
el estadio de la enfermedad y evaluar la progresion de esta a un ano del tratamiento.
Las regiones analizadas fueron las mismas que en la distribucién de cobre, tomando
énfasis en el estriado dorsal (putamen y nicleo caudado) al ser regiones de captacién

especifica y que han sido correlacionadas con la evolucién de la enfermedad (Nurmi,
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2006). La normalizacién de la actividad de 18F-Fluorodopamina se realiz6 utilizando la
actividad medida en la corteza occipital, regién que no posee captaciéon especifica de

este radiofarmaco.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1 Produccién de **Cu

El producto final contenido en 5 ml de solucién salina posee una apariencia incolora y

un pH de 5.5 £ 0.5. La pureza radiontclidica se determiné via espectrometria gamma,

haciendo uso de un detector de germanio hiper puro (HPGe), donde se identificaron las

emisiones gamma del Cu-64 (Fig. 12). La pureza radionuclidica al tiempo de inyeccién

fue mayor al 99%.
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Fig. 12: Espectro gamma (HPGe) del producto al final (Cu-64) después de la

separacion radioquimica.
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La esterilizacién de la muestra se realizé usando un filtro de membrana de 0.22 pm

(Millex-GV). La pureza quimica del producto se determiné via espectroscopia de masas

(ICP-MS), obteniendo una actividad molar de 10 GBq/pmol.

La integridad del filtro se comprobd sometiendo el filtro a la presiéon maéaxima
especificada por el fabricante y verificando su integridad. La concentraciéon de
endotoxinas fue medida con el sistema Endosafe-PTS, obteniendo siempre un valor

menor a 5 UE/V.

4.2 Biodistribucién sistémica de *Cu en EP

Iméagenes PET tipicas de la biodistribucién en sujetos sanos y con EP se muestran en
las Fig. 13 y 14, respectivamente. Por medio de inspeccién visual es posible observar

., 64 , . . .
claramente la captacién de "“Cu en higado, rinones e intestino.

La concentracién de actividad medida en OSIRIX MD fue convertida a %ID/org sin
realizar una correccién por decaimiento (el equipo PET/CT realiza esta correccién
automaticamente al introducir en su tablero la hora de inyecciéon del radiofarmaco). La
Fig. 15 muestra las curvas de biodistribucién hasta 24 h p.i. El 6rgano con mayor
captacion de %Cu es el higado, seguido por el pancreas, los rifiones y finalmente el

intestino.

Algunas diferencias sistémicas de las curvas de biodistribucién se encuentran en el
tiempo para alcanzar el maximo de la captaciéon en el higado, el cual ocurre 2 h p.i. en
los controles sanos, mientras que los sujetos con EP alcanzan este maximo en la primera
hora p.i. Este cambio en la cinética del radiofarmaco en pacientes con EP puede
entenderse debido al déficit de cobre reportado en el trastorno y por consiguiente

distribuyen el cobre del higado mas pronto a otros érganos.
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Figura 13: Imédgenes PET (proyecciones de maxima intensidad) de la biodistribucién
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Figura 14: Imédgenes PET (proyecciones de maxima intensidad) de la biodistribucién
sistémica de *'Cu en pacientes con EP.
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Las curvas de biodistribuciéon en pancreas y rinones poseen el mismo comportamiento
exponencial en ambos grupos. Sin embargo, la curva del pancreas en la EP muestra una
disminucién en la captacion de cobre entre las 5 y 9 h p.i. en comparacion con los
sujetos sanos. Por otro lado, los valores de captacion de cobre en el intestino son
ligeramente mayores en los sujetos con Parkinson que en sujetos sanos. Esto puede
revelar un aumento de eliminacion por la via hepatobiliar por el aumento de cobre en

este 6rgano para el grupo con EP.

Las diferencias estadisticamente significativas de la variable %ID/org se buscaron por
medio del Anélisis de Varianza (ANOVA) de dos vias y que utiliza la distribucién F de
Fisher-Senecor para realizar esta prueba. Se consideré a la variable %ID/org como
dependiente de dos factores, el Factor 1 del Tiempo (5 grados de libertad, g.l.) de
adquisicion de las medidas y el Factor 2 una variable categoérica que distingue al Grupo

(1 g.1.) como Control o EP.

Se utiliz6 como hipétesis nula (Ho) que las medias de los datos no varian con ninguno
de los dos factores. El nivel de significancia para rechazar Hop se tomé con un p = 0.05,
de obtener un valor p inferior a este se acepta la hipdtesis alternativa que establece la
diferencia de las medias debido a los factores de forma independiente o debido a su

interaccién. Los resultados del ANOVA de dos vias se muestran en la tabla 4.

El ANOVA muestra una dependencia del %ID /org con el tiempo en higado, pancreas
y rinones, esto es natural debido a la cinética del cobre en el cuerpo para su transporte
a otros Organos y recirculacion, sin embargo, en el intestino no existe una dependencia
con esta variable. Las graficas de la Fig. 14 de la biodistribucién en intestino muestran,
al observar cada grupo por separado, que los niveles de cobre en este organo se
mantienen constantes con el tiempo y 24 h p.i. ain existe cobre que estd siendo

excretado.

-34 -



El ANOVA concluye que hay una interaccién entre la variable tiempo y grupo en el
pancreas (p = 0.042). Sin embargo, el papel que posee el pancreas en la EP o en la ruta
metabdlica del cobre no es claro para entender la diferencia estadisticamente

significativa que se encontré.

Tabla 4: ANOVA de dos vias de la biodistribucién de **Cu.

Valor p
Higado Psncreas Rifiones Intestino
Tiempo 3.83E-07 4.90E-13 1.50E-13 0.561
Grupo 0.105 0.165 0.183 0.036
Interaccion
. 7.31E-06 0.042 0.9904 0.986
(Tiempo*Grupo)

Del mismo ANOVA, se obtiene una dependencia del %ID/org con la categoria sujeto
en el intestino, revelando las diferencias sistémicas en la biodistribucién de cobre. Para
el intestino se obtuvo un p = 0.036'y al observar la grafica de la biodistribucion en este
6rgano (Fig. 14) se aprecia que el valor promedio de cobre excretado es ligeramente
mayor en los sujetos con EP, lo que podria estar limitando la distribucién hacia otros
organos y podria generar la ruptura en la homeostasis de este metal. Sin embargo, de
existir esta ruptura homeostatica, la deficiencia de cobre debido a la excrecién debe
observarse en las curvas de biodistribucién con una disminucién en el %ID/org. Por lo
tanto, se requiere un grupo experimental con mayor muestreo para mejorar la

estadistica.

4.3 Diagnéstico usando *F-6-Fluorodopamina

., .. ., 18 .

Las imagenes de distribucién cerebral de “F-DOPA se muestran en la Fig. 16.

Se observa la captacion especifica del radiofarmaco en las regiones del caudado y
putamen, encontrandose una captacién simétrica en los sujetos sanos. Los sujetos con

EP presentan una asimetria segun el hemisferio (izquierdo o derecho) que afecta la
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enfermedad en sus primeros estadios, asi como un gradiente de captacién en el putamen

que va de anterior a posterior.

La cuantificacién de "F-DOPA se centré en las regiones del Caudado y Putamen. El
promedio de captacién de "*F-DOPA (normalizada a la corteza occipital) en el grupo
control se consideré como referencia para confirmar el diagnostico de la EP, siendo estos

niveles 1.9 £ 0.2 % para el caudado y 2.2 £ 0.2 % en el putamen.

Figura 16: Cortes axiales de las imdgenes PET cerebrales usando "*F-DOPA en (a) sujeto
sano y (b) sujeto con EP.

El estandar para evaluar de manera cuantitativa el estadio de la enfermedad es la
constante de influjo Kin que se determina por medio de estudios dindmicos de 90 min y

un andlisis cinético de Patlak. Sin embargo, se ha reportado (Jonikien 2009) que el uso
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de un valor semicuantitativo como el Cociente Estriado — Occipital (SOR) correlaciona
con los valores Kj medidos en la EP. El uso del SOR brinda la ventaja de realizar
estudios estaticos que no requieren que el paciente se coloque 90 minutos en camilla

durante la adquisiciéon de un estudio dindmico de la imagen PET.

Los valores de SOR promedio obtenidos en el estriado dorsal para el grupo experimental
fueron 1.6 + 0.2 en el caudado y 1.7 £ 0.2 en el putamen. La cuantificacién de "“F-
DOPA en la enfermedad de Parkinson arroj6 valores inferiores de este radiofarmaco en
los sujetos enfermos (Fig. 17), siendo esta diferencia del 16 £ 3 % en el caudado y del
23 £ 3 % en el putamen. Se realizé una prueba t-Student para confirmar diferencias en
la distribucion obtenida del SOR entre los grupos, obteniendo una significancia
estadistica en el caudado (p=0.009) y en el putamen (p=3.5E-6). Estos niveles medidos

antes de tratamiento permitiran evaluar el posible efecto neuroprotector del suplemento

de cobre.
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Fig. 17: Graficos de cajas para el SOR medido en sujetos control y con EP en caudado y

putamen. En la grafica las lineas negras horizontales superior e inferior muestran el valor
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méaximo y minimo de la distribucién, mientras las lineas azules superior e inferior representan

el tercer y primer cuartil respectivamente.

4.4 Biodistribucién cerebral de “Cu

Las imdgenes PET de la biodistribucién cerebral de “Cu se muestran en la Fig.
18. La distribucién a nivel cerebral de este radiofarmaco no muestra sitios de captacion
especifica, como es el caso de las imdgenes del radiofarmaco 'F-DOPA, debido que
estas imagenes obtienen un mapeo de los transportadores de cobre como CTR1, COX17,
ATOX17 o CSS, los cuales poseen una distribucién heterogénea en el cerebro (Holzer

et al 2006).

Figura 18: Imégenes PET cerebrales de “*CuCl: fusionadas con IRM (referencia anatémica), en
(a) sujeto control y (b) sujeto con EP. Cortes de izquierda a derecha: axial, sagital y coronal.

Debido a la senal tan baja encontrada en la regién central del cerebro (concentracién

de actividad méaxima ~ 0.6 kBq/cc), y la distribucién homogénea de cobre en cerebro,
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se realizé una prueba Test — Rest -Test (TRT), con fin de descartar que las diferencias

que puedan ser encontradas entre estudios sean debido al ruido de las imagenes.

El estudio TRT se realiz6 a un voluntario sano siguiendo el mismo protocolo de
adquisicion de imagenes PET, dejando 1 mes de diferencia entre ambos estudios. Para
estos estudios se controlo que la dosis inyectada fuera la misma en ambas adquisiciones,
asi que el tiempo de adquisiciéon fueran 24 h p.i. Los estudios PET se observan en la
Fig. 19. La inspeccién visual revela que el Cu-64, en su forma quimica de cloruro, posee

los mismos puntos de hipercaptaciéon como el l6bulo occipital y el bregma cerebral.

0.0 kBq/cc 2.4

Fig. 19: Estudios Test-Re-Test de un mes de diferencia con [64011]011012 en paciente sano.
Cortes de izquierda a derecha: axial, sagital y coronal.

Cuantitativamente, en el estudio TRT no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la biodistribucién de cobre ([**Cu]CuCls) para estudios sucesivos de un
mes de diferencia Fig. 20, por lo que los cambios en la biodistribucién de cobre, de
haberlos, seran debidos a la biodistribucién de cobre y no al ruido de la técnica de

imagen.
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Fig. 20: Concentracién de actividad de **CuCl> normalizada (promedio + desviacién estandar)
medida en la prueba TRT en un sujeto control. (* : p<0.05)

La biodistribucién de [**Cu]CuCls se centré en las estructuras del estriado y cerebro
medio como la insula, la amigdala, el hipocampo, el caudado, el putamen, el palido y el
talamo (Fig. 21); debido que son las regiones mayormente especializadas en el control
motor y sensacién. La concentracién de [**Cu]CuCls medida fue normalizada con la
actividad medida en la sustancia blanca del cerebelo. En la cuantificacion de Cu-64, se
utilizaron los mismos volimenes de interés en ambos estudios, de forma que los
volimenes de dichas regiones posean la misma cantidad de pixeles y no esta variable

no fuera una fuente de error.
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Figura 21: Imdgenes PET (corte axial y coronal) obtenidas con [64Cu] CuCl: de las estructuras
del estriado analizadas. a) Sujetos control b) Sujetos con EP.

La inspeccion visual de los estudios PET revela focos de hipercaptacion en los estudios
de sujetos con EP, siendo més prominentes en el hipocampo y el tdlamo. Los valores de
concentracién de actividad de [**Cu]CuCls normalizada (promedio #* desviacién
estandar) del grupo control y los sujetos con EP se muestran en la Figura 22. Se
comprueba que los niveles de cobre son mayores en las zonas de estudio, siendo las
regiones de mayor concentracion el hipocampo y el tdlamo, mientras la regién de menor

captacion fue el caudado.

Las diferencias estadisticamente significativas previas a la suplementaciéon fueron
determinadas con una prueba de hipétesis de dos colas. Se aceptdé la hipétesis alternativa
de diferencia en las medias cuando el nivel de significancia p es menor al 0.05. Las
regiones encontradas con una diferencia estadisticamente significativas son la insula

(p=0.049), la amigdala (p=0.042) y el caudado (p=0.011).
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Figura 22: Concentracién de actividad de [*Cu]CuClz normalizada (promedio + desviacién

estandar) medida en el grupo control y el grupo con EP, previo a la suplementacién con cobre
(*: p<0.05).

La prueba t-student se repitié entre el grupo suplementado con placebo y el grupo
suplementado con cobre, con fin de descartar diferencias estadisticamente significativas
previas al tratamiento. En las siete estructuras analizadas no existié una diferencia

estadisticamente significativa (p>0.05).

4.5 Analisis de imagenes post-suplementacion

Los estudios post-suplementacion se realizaron a 11 de los sujetos del grupo con
EP, debido que tres de ellos abandonaron el estudio (dos sujetos suplementados con

cobre y uno recibiendo placebo).

4.5.1 Imagenes de Cu-64

Las imagenes PET de [64011]011012 post-suplementaciéon y su contraste con el estudio

basal se muestra en la Fig. 23. Las imagenes posteriores a la suplementacion no poseen
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un patréon de captacion especifica en el cerebro para los sujetos del mismo grupo (ver

Anexo B).

Fig. 23: Imagenes PET (corte axial y coronal) de [**Cu]CuClz en la regién del estriado para (a)
un sujeto suplementado con placebo y (b) un sujeto suplementado con cobre. Izquierda: estudio
basal. Derecha: estudio de seguimiento.

El promedio medido de grupo con EP post-suplementaciéon y su comparaciéon con los
valores del grupo control se muestran en la Fig. 24. El grupo con Parkinson mantiene
los niveles de cobre en las estructuras analizadas superiores a los niveles normales (salvo
para el pédlido) a un ano de suplementacién. En contraste con los valores promedios
medidos en los estudios basales, la concentracién de [**Cu]CuCls post-suplementacién
es menor en las siete estructuras. La prueba t-Student no pareada entre el grupo control
y el grupo con EP post-suplementacion no revela diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de las siete estructuras.
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Figura 24: Concentracién de actividad de [**Cu|Clz normalizada (promedio + desviacién
estandar) medida en el grupo control y el grupo con EP posterior a la suplementacién con cobre

(*: p<0.05).

Una segunda prueba t-Student pareada entre los valores basales y de seguimiento del
grupo con EP, concluye que no hay diferencias estadisticamente significativas (Tabla
5) en la distribucién de los datos de ambos grupos que puedan ser atribuidas a la

suplementacion.

Al separar el grupo experimental segin el suplemento, se observa que el grupo que
recibié cobre (Fig. 25) la concentraciéon de Cu en insula disminuyé (1.6 £ 2.1 %)
mientras que las estructuras de hipocampo (2.9 £ 3.0 %), amigdala (7.1 + 1.7 %),
caudado (17.8 £ 3.5 %), putamen (12.4 + 1.2 %), pélido (10.3 = 2.0 %) y talamo (1.4 +

3.4 %) aumentaron sus niveles de dicho metal ([**Cu]CuCly).
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Tabla 5: Prueba t-student pareada de la suplementacién con cobre y placebo.

Concentracién Cu-64 Normalizada

Basal Seguimiento Valor p

Insula 1.9 + 0.2 1.8 + 0.3 0.906
Hipocampo | 25 + 0.6 26 + 04 0.855

gg Amigdala 1.9 + 0.1 21 + 0.3 0.421
g Caudado 1.3 £ 0.2 1.6 + 04 0.397
O |Putamen 1.6 + 0.1 1.8 + 0.1 0.167
Palido 16 £ 0.2 1.7 £ 0.3 0.207
Talamo 24 + 04 25 + 0.7 0.944
Insula 1.9 + 0.2 1.7 + 0.2 0.213
o Hipocampo | 2.7 + 0.6 27 £ 0.6 0.995
g Amigdala 21 £ 04 20 + 05 0.379
Sr:) Caudado 1.3 + 0.1 1.2 + 0.2 0.435
E Putamen 1.6 + 0.2 1.5 + 0.3 0.222
Palido 16 £ 0.3 1.5 £ 0.2 0.340
Talamo 29 + 05 25 + 0.6 0.105

Por otro lado, el grupo que recibi6é placebo (Fig. 26) decrecié los valores de cobre en
insula (10.3 + 1.5 %), amigdala (6.7 + 2.9 %), caudado (3.7 + 1.6 %), putamen (8.1 +
2.1 %), palido (8.5 + 2.0 %) y tdlamo (16.5 + 2.4 %); siendo el hipocampo (0.1 + 3.1

. > 64
%) la tnica estructura en mantener constante su concentraciéon de [ Cu]CuCla.

Los valores obtenidos de aumento y descenso en los niveles de concentracién cobre, en
su forma de [64011]011012 requieren de mas pruebas clinicas que determinen el estado del
cobre intracelular, debido a que el cobre libre aumenta el estrés celular, mientras el
cobre ligado a proteinas posee un caracter neuroprotector ante el estrés

neurodegenerativo causado por la enfermedad.
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Fig. 25: Cambios en la distribucién de [**Cu]CuCls cerebral en los pacientes suplementados
con cobre. A: aumento, D: descenso, SC: sin cambios
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Fig. 26: Cambios en la distribucién de [*Cu]CuCls cerebral en los pacientes suplementados
con placebo. A: aumento, D: descenso, SC: sin cambios.
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4.5.2 Progresion de la EP con '®F-6-Fluorodopamina

Los estudios PET con *F-6-Fluorodopamina se muestran en la Figura 27. Es apreciable
el seguimiento del gradiente de deplecion dopaminérgica en el putamen de ambos sujetos
(independiente de la suplementacién), siendo més prominente en los sujetos que no
recibieron el cobre. Por otro lado, el caudado de los sujetos que recibieron la

suplementaciéon no posee diferencias cualitativas apreciables a simple vista.

Fig. 27: Estudios PET (cortes axiales del estriado dorsal) con "*F-6-Fluorodopamina basales
(izquierda) y de seguimiento post-suplementacion (derecha), para un sujeto recibiendo placebo
(a) y con suplementacién de cobre (b).

La progresion de la enfermedad se midi6 a partir de la variaciéon del Cociente Estriado
— Occipital (SOR) a un ano post-suplementacion. Se obtuvo un SOR promedio para el
grupo con EP de 1.8 4+ 0.1 en el caudado y 1.8 + 0.2 en la region del putamen. La

prueba t de student pareada por subgrupos segun la suplementacién recibida (Tabla 6)
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no revelé6 cambios estadisticamente significativos que se puedan atribuir a la

suplementacion.

Tabla 6: Prueba t-student pareada de los valores basales y de seguimiento de *F-DOPA.

Cociente Estriado - Occipital
Suplemento Basal Seguimiento 1 afio p-valor
Placebo 1.6 + 0.2 1.8 4+ 0.2 0.222
Caudado
CuSO4 1.7 + 0.2 1.8 4+ 0.2 0.156
Placebo 1.7 + 0.2 1.8 4+ 0.2 0.760
Putamen
CuSO4 1.7 + 0.2 1.8 4+ 0.1 0.167

Por otro lado, se determiné el aumento porcentual (A%) en la captacién de *F-DOPA

como sigue:

A% = |SORSeguimiento - SORBasalI X
SORBasal

100

El SOR promedio posterior a la suplementacién con cobre posee un aumento porcentual
(A%) de 6 + 1 % en la regién del putamen, mientras los sujetos suplementados con
placebo revelan un aumento de este radiofairmaco del 2 + 2 %. En el caudado, este
aumento es del 13 + 2 % en sujetos suplementados con cobre y 8 4+ 2 % para quienes
recibieron placebo. La progresién de la enfermedad anual reportada (Nurmi et al., 2001)
ha mostrado un declive del SOR en un 5.9% para el caudado y un 9.3% dentro del
putamen, por lo que encontramos cambios en la progresion de la enfermedad debidos al

tipo la suplementacion.

La suplementacién debe poseer un caracter neuroprotector en el estriado que detiene la
progresion de la enfermedad. Sin embargo, al analizar individualmente a los sujetos del
grupo y distinguirlos entre sujetos suplementados con placebo (Fig. 28) y cobre (Fig.
29), se conserva la tendencia de aumento en los niveles de captacion de BF_DOPA, por
lo no queda claro si el aumento de dicho cociente es atribuible al cobre y se requieren

pruebas clinicas, como la escala UPDRS, que descarten en posible efecto placebo.
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Fig. 28: Progresion de la enfermedad de Parkinson en el grupo suplementado con placebo,
usando el Cociente Estriado Occipital (‘**F-DOPA) de las estructuras del estriado dorsal. A:
aumento, D: descenso, SC: sin cambios.
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Fig. 29: Progresién de la enfermedad de Parkinson en el grupo suplementado con sulfato de
cobre, usando el Cociente Estriado Occipital (**F-DOPA) de las estructuras del estriado dorsal.

A: aumento, D: descenso, SC: sin cambios.
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4.6 Correlacién Cu-64 y "®F-6-Fluorodopamina en la EP

Con fin de evaluar el posible efecto neuroprotector del cobre, se buscé correlacionar el
cambio en la captacién de [**Cu]CuCls en el estriado dorsal de los pacientes con el

cambio en la captacién de '*F-6-Fluorodopamina.
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. X " o ASOR = -0.83ACu +0.07
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g ‘\x 5
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Fig. 30: Correlaciéon del aumento del cociente estriado — occipital (18F-DOPA) en funcién del
aumento de cobre ([64Cu]CuCIQ). Arriba: grupo suplementado con placebo. Abajo: grupo
suplementado con sulfato de cobre.

La Fig. 30 muestra la dispersion de los datos obtenidos segun el suplemento y la region
del estriado. Se observa una correlacion negativa para los datos del grupo placebo, es
decir, un aumento en los niveles de cobre ([*Cu]CuClz) reduce los niveles de "*F-DOPA

en los pacientes debido al estrés oxidativo causado por la enfermedad.
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Por otro lado, el grupo que si recibié cobre como suplementacién posee la caracteristica

de aumentar sus niveles de SOR (**F-DOPA) si los niveles de [**Cu]CuCl> aumentan.

El célculo del coeficiente de correlacion de Pearson (tabla 7) para los datos obtenidos
demuestra que existe una correlacién positiva en la captacién de "F-DOPA y Cu-64
cuando los sujetos son suplementados con sulfato de cobre y esta correlacién es negativa

en ausencia del tratamiento.

Tabla 7: Coeficientes de correlacién de Pearson para los cambios en la captacién de "*F-DOPA

y Cu-64.

Correlacién de

Pearson
Putamen | Caudado
Placebo -0.10 -0.53
Cobre 0.77 0.99

Este aumento de "*F-DOPA debido al aumento del cobre (64011012) sugiere que el cobre
recibido en la suplementacion posee un caracter neuroprotector que protege las células

productoras de DA y a la vez permite la sintesis de DA.
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Capitulo 5

Conclusiones

La distribucion sistémica de cobre en pacientes con EP revela diferencias respecto
al grupo considerado control en la interacciéon del grupo con el tiempo para el pancreas
y para el intestino esta diferencia es significativa para la variable grupo. No se cuenta
con informacion sobre la funciéon del cobre en el pancreas y como este cambio en la
distribucién del metal pueda estar ligado con la enfermedad. Los valores de %ID /org
en intestino son superiores en la EP sugiriendo una mayor eliminaciéon del metal y por
consiguiente menor concentracion de Cu para la distribucién en otros érganos, sin
embargo, no se observé una diferencia significativa en la captacion del radiofarmaco
para otros érganos y requerimos un grupo mas grande de estudio para mejorar la

estadistica.

Esta es la primera vez que se realiza un andlisis sobre la biodistribuciéon de cobre en el
cerebro usando imagenes PET. El andlisis se logré realizando un corregistro de las
imagenes PET con iméagenes de MRI y el uso de un atlas neurologico, lo que permitié
adaptar las estructuras del cerebro de cada paciente con las estructuras de un atlas de

RM y obtener un analisis personalizado de precision.

Las imagenes PET de [**Cu]CuCls en cerebro no revelan un sitio de captacién especifica
debido que se mapean los transportadores de cobre. Los sitios de mayor captacion del
metal son el hipocampo y talamo, pero no poseen una distribucién homogénea de cobre
dentro de ellos. Los sujetos con EP poseen valores aumentados de captacion de
[64Cu]CuCIQ en la region del estriado, siendo significativo este aumento en insula,

amigdala y caudado.
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La suplementacién a un ano con cobre no modifica de forma cualitativa las imagenes
de 64011012, la inspeccion visual entre pacientes revela una distribucién altamente
variable. Los sujetos suplementados con cobre poseen una tendencia al alza en los niveles
de captacion de [64011]011012, mientras los sujetos que recibieron placebo disminuyeron
sus valores de captaciéon de este metal. Se requieren pruebas clinicas adicionales que
determinen el estado del cobre (cobre libre o cobre ligado a proteinas) para poder

predecir su posible efecto benéfico o perjudicial.

Los estudios PET con '®F-6-Fluorodopamina revelan que existe una pausa en la
progresion de la enfermedad al obtener un aumento en el Cociente Estriado — Occipital
(SOR). Los resultados del grupo suplementado con placebo no son claros y el aumento
de los niveles de captacién de ""F-DOPA pueden deberse a un efecto placebo en los

sujetos de este grupo.

Se correlacionaron las diferencias en el tiempo en la captacién de [**Cu]CuCly y *F-6-
Fluorodopamina, encontrando una correlaciéon positiva en la region del caudado y
putamen para el grupo suplementado con cobre. Esta correlacion sugiere que la
suplementacion posee un caracter neuroprotector en los pacientes con EP al aumentar

el cobre a nivel cerebral.

Desafortunadamente, el nimero de sujetos suplementados con cobre (n=4) fueron muy
pocos, por lo que esta prueba considerada piloto abre paso a un estudio méas amplio
sobre el papel del cobre en la enfermedad de Parkinson. En un futuro se plantea agregar
las pruebas clinicas que determinen el estado del cobre y la evolucion de la enfermedad
con la escala UPDRS. Asi mismo se plantea controlar el apego al tratamiento y
aumentar el tiempo de la suplementacién para eliminar un posible efecto placebo del

mismo cobre en el paciente.
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Anexos

A. Prueba t de student para dos muestras

Cuando se analizan datos cuantitativos de distintas poblaciones es requerido evaluar
una proposiciéon o supuesto sobre los parametros de una o méas muestras. Esta
proposiciéon recibe el nombre de hipdtesis y un procedimiento que lleva a tomar una
decisién sobre esta recibe el nombre de prueba de hipétesis. El procedimiento para

realizar dicha prueba depende de las caracteristicas de la muestra.

La hipotesis nula Hp es la afirmacién sobre una caracteristica de la poblaciéon que se
supone cierta (usualmente se toma la igualdad de la media a un valor); mientras la
hipétesis alternativa Hi es una afirmacion contradictoria a la hipétesis nula a investigar.
La aceptacion de la hipotesis nula se realiza dentro de un intervalo de confianza a, que

define un valor de significancia p critico (generalmente es tomado un p. = 0.05)

La prueba t de student compara la igualdad de medias de dos muestras ni, no; con ni,
ne < 30 y que siguen cada una distribucién normal. En esta prueba es utilizado el
estadistico t con n1 + n2 — 2 grados de libertad (g.1l.) y se rechaza la hipétesis nula si el
valor absoluto del estadistico es mayor al valor t critico de la distribucién definido por

el valor de significancia.
Para comparar la igualdad de medias de dos muestras de dos independientes (Ho : X1

= Xy, Xj, X2 representan las medias de la muestra 1 y 2) la prueba se denomina no

pareada y el estadistico t puede ser calculado como sigue:
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X1 — X
1 1

Sip |-+
1,2 n, n,

t =

Donde Si2 es la desviacion estandar combinada, definida por:

Tl1 + le - 2

51,2 =

Con S1y Sola desviacién estandar de la muestra 1 y 2 respectivamente. El valor p, de
significancia de la prueba se calcula buscando en la tabla de la distribucién t para los
grados de libertad de la prueba. Si p < 0.05 se rechaza la hipétesis nula de igualdad de
medias y se asume la distribucién de las muestras posee una diferencia estadisticamente

significativa.

Por otro lado, si se requiere avaluar la igualdad de medias para dos muestras
dependientes, por ejemplo, dos observaciones a una misma muestra pero en dos
momentos distintos la prueba recibe el nombre de pareada y el estadistico t debe ser

determinado como sigue:
t= Xp—
Sp /\n

Donde Xp representa el promedio de cada una de las diferencias observadas para los n
elementos de la muestra y Sp es la desviacion estandar de la distribucion de diferencias.
El valor u es diferente de cero si se desea probar que la diferencia observada en el tiempo
es distinta a un valor. El valor p para esta prueba se busca en la tabla de la distribucion
t para los n-1 g.l. de la prueba. Si p < 0.05 se rechaza la hipétesis nula de igualdad de
medias y se asume que hubo un cambio en la distribucién de las muestras

estadisticamente significativo.
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B. Imagenes Cu-64

A continuacion, se muestran las imagenes basales y de seguimiento de los pacientes
que participaron en este estudio separados segiin el suplemento de sulfato de cobre

(Fig. B1) y placebo (Fig. B2).

Basal Seguimiento

Fig. B.1: Imigenes PET Cu-64 basales (izquierda) y de seguimiento (derecha) de los sujetos

con enfermedad de Parkinson (C#) que recibieron sulfato de cobre como suplemento.
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Basal Seguimiento
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Basal Seguimiento
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Fig. B.2: Imagenes PET Cu-64 basales (izquierda) y de seguimiento (derecha) de los sujetos

con enfermedad de Parkinson (p#) que recibieron placebo como suplemento.
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