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1. Introduccion y antecedentes

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que, de forma
progresiva y constante, conduce a la pérdida de las capacidades cognitivas y de la
memoria, desorientacion, trastornos del lenguaje y cambios de conducta, incidiendo de
forma negativa en la calidad de vida de los pacientes. La EA es una de las enfermedades
neurodegenerativas mas prevalentes y con un continuo crecimiento de casos,
estimandose un alcance para el afio 2050 de alrededor de 115 millones de casos en
todo el mundo y de mas de 3.5 millones en México [1]. Estas cifras han motivado a fijar
especial atencion y a estudiar los cambios moleculares y celulares que se llevan a cabo
durante la progresion de la enfermedad. Numerosos estudios han verificado que la
presencia en el cerebro de depdsitos proteicos: ovillos neurofibrilares (ONF) y placas
seniles, estan implicados en el proceso que conduce a la degeneracién neuronal
progresiva y a la muerte neuronal. Las placas seniles estan formadas por depdsitos de
péptidos B-amiloides (BA) de 39-42 aminoacidos [2], mientras que los ONF resultan de
la hiperfosforilacion de la proteina tau. La acumulacién de las placas BA y su excesiva
generacién se identifica como el factor de riesgo primario en la progresion de la EA. Las
primeras consecuencias son desviacion de la funcién sindptica normal, que se traduce
posteriormente en pérdida sinaptica y neuronal [3]. Este puede considerarse el estadio
inicial de la enfermedad, en adelante lo que ocurre es un desequilibrio permanente entre
la produccién y eliminacion de las placas BA, asi como la formacion de ovillos
neurofibrilares que contienen a la proteina tau y que conducen a alteraciones en las

propiedades neuronales.

Conocer la patogénesis de la EA ha permitido desarrollar, entre otras cosas,
métodos para tratar la enfermedad con un enfoque de placas, atacando especialmente
las aglomeraciones de placas BA. No obstante, uno de los principales retos sigue siendo
el diagnéstico temprano de la EA. En principio, el Unico diagndstico certero que puede

hacerse de esta enfermedad implica la visualizaciébn de estructuras patolégicas



postmortem [4]. Dado que se trata de una enfermedad irreversible y silenciosa con una
larga fase preclinica, se vuelve fundamental poder establecer un diagnéstico temprano,
tal que se pueda intervenir a tiempo y lograr que los tratamientos sean mas efectivos,
ademas de permitir a los pacientes una planificacion de vida de cara al futuro. Se ha
comprobado que la implementacion de una terapia temprana puede retardar el inicio de
la manifestacion de la EA en cinco afios y disminuir su prevalencia en un 50% [5], [6].
Por otra parte, los depodsitos de péptidos BA pueden aparecer hasta 20 afios antes de
gue se manifiesten los primeros sintomas de la enfermedad, convirtiéndose en un

blanco molecular relevante para el diagnéstico temprano [7].

Estudios in vivo y no invasivos con imagenes médicas funcionales han sido
utilizados para investigar la deteccién temprana de la EA a partir de marcadores con
afinidad por las placas de BA. Algunos de estos estudios se han realizado mediante
técnicas de imagen como la resonancia magnética, utilizando nanoparticulas
magnéticas como marcadores de BA [8]. Sin embargo, por sus ventajas en cuanto al
uso de radiomarcadores, prevalecen los estudios de imagen mediante tomografia por
emision de positrones (PET, por sus siglas en inglés); siendo una técnica de imagen
nuclear molecular en rapido desarrollo y que permite, de forma no invasiva, visualizar
procesos moleculares o celulares in vivo a partir de la distribucién espacio-temporal de
radiofarmacos especificos para marcar blancos moleculares. La imagen PET ha
demostrado ser un método especialmente Util para detectar y dar seguimiento a un gran

numero de patologias oncoldgicas, neuroldgicas y cardioldgicas.

El radiomarcador emisor de positrones mas utilizado para marcar placas de amiloide
es el [*!C]-Pittsburgh compound B ([*'!C]PIB), su rapida entrada en el cerebro, el buen
rendimiento radioquimico, su actividad especifica, asi como su costo accesible y la union
especifica y prolongada que tiene con las placas de BA lo han convertido en el estandar
de oro para estudios de imagenes PET [9]. A pesar de los atributos que tiene este

marcador, su vida media de 20 minutos limita su distribucién a hospitales y centros de



diagnostico distantes del centro de producciéon. Aunque se han aprobado algunos
radiofarmacos para deteccion de placa BA marcados con el radioisétopo [18F] como el
[*®F]flutemetamol, [*®F]florbetapir y [*®F]florbetaben, al tener patente, es dificil
implementar su produccién por los altos costos y las condiciones no aceptables que

imponen los duefios de dichas patentes.

El Centro de Neurociencias de Cuba (CNEURO) desarroll6 recientemente una
molécula denominada CNEURO-120 (o Amylovis) marcada con el radiois6topo [*8F|
para la deteccién de placas BA [10]. De acuerdo con sus resultados, el radiofarmaco se
obtiene con un rendimiento satisfactorio (24.2 £+ 1.4%), alta pureza radioquimica (> 99%)
y actividad molar de entre 351 a 616 GBqg/umol. La lipofilicidad se midi6 mediante el
logP, el valor calculado fue de 2.46 + 0.06 [10]. Los resultados de los ensayos in vitro
de unién en secciones seriadas de cerebro postmortem de ratones transgénicos 3xTG
revelaron un perfil de unién eficaz para la deteccién de placas BA. En el ensayo de
biodistribucion utilizando ratones sanos de 10-12 semanas de edad [10], el
[*®FJCNEURO-120 mostrd una rapida penetracion en cerebro (7 %ID/g a los 5 minutos
después de la inyeccion) y una rapida eliminacion (0,11+0,03 %ID/g a los 60 minutos).
Por otro lado, los resultados de estudios de biodistribucién realizados en el mismo
trabajo reportan una actividad maxima mas rapida en ratones sanos (2 minutos)
comparada con la de ratones transgénicos (pico de actividad maxima a los 23-25
minutos post-inyeccion), indicando una cinética de absorcion mas lenta. Los autores
proponen que este resultado puede estar relacionado justamente con la unién especifica
gue tiene el [18F]CNEURO—120 a las placas de BA en regiones del cerebro. Los
resultados que obtuvieron sugieren que el [*®F]CNEURO-120 puede ser un potencial
radiomarcador de la EA. Sin embargo, en el reporte no se incluyen las imagenes
microPET, no realizan un analisis cuantitativo y tampoco verifican si hay regiones del

cerebro con captacion especifica, por lo que los estudios preclinicos realizados no son



concluyentes o suficientes para dar el siguiente paso de su evaluacién en humanos en

las distintas fases clinicas.

Es imprescindible encontrar nuevos radiomarcadores con propiedades semejantes
0 mejores que sus antecesores y que puedan satisfacer la disponibilidad de recursos
necesarios para su produccion. Aungue la Facultad de Medicina de la UNAM es pionera
en México en imagen molecular PET y, en su Unidad Radiofarmacia-Ciclotrén se
produce una amplia variedad de radiofarmacos, ain no se cuenta con ningun
radiofarmaco especifico para el diagnéstico diferenciado de la EA. La produccion del
[F!CIPIB y [*¥F]JCNEURO-120 en la UNAM seria un paso valioso para utilizar
eventualmente dichos radiofarmacos en el diagndstico de la EA de manera no invasiva

mediante imagen molecular PET.

Objetivo general

Analizar de forma cuantitativa estudios preclinicos en ratones sanos y en un modelo
transgénico de la EA para evaluar la afinidad de un farmaco radiomarcado con *8F como

un potencial marcador PET de la placa p-amiloide.

Objetivos especificos

- Adquirir estudios microPET con el radiofarmaco [*'C]PIB para usarlo como
estandar de oro en la evaluacién de la placa beta amiloide.

- Adquirir estudios microPET con el radiofarmaco [**F]CNEURO-120 para evaluar
su posible afinidad por las placas beta amiloide.

- Realizar un analisis cuantitativo de las imagenes preclinicas adquiridas con
ambos radiofarmacos para su comparacion.

- Obtener evidencia cientifica sobre la especificidad de los radiofarmacos para

detectar de manera no invasiva depdsitos de placas beta amiloide.



En el primer capitulo se presenta una descripcion general del problema de investigacion
gue se abord6 en este trabajo. Se incluye en la introduccion un panorama global sobre
la incidencia de la EA, los antecedentes asociados con la deteccion de B-amiloide y las

razones que justifican la realizacion de esta investigacion.

El segundo capitulo es una revision tedrica sobre los conceptos mas importantes que
conciernen a la tesis. Se discuten particularidades sobre la etiologia de la EA y otras
generalidades de las enfermedades neurodegenerativas. En el marco teérico también
se describe la técnica de imagen empleada para la obtencién de las imagenes y se hace
una presentacion detallada de los métodos que seran utilizados para el analisis

cuantitativo de las mismas.

El tercer capitulo corresponde a los métodos experimentales empleados en la
investigacion. Se detallan las consideraciones técnicas y los parametros usados en
todos los pasos, desde la produccién de los radiofarmacos hasta la adquisicion de las

imagenes microPET y el andlisis cuantitativo de los datos.

En el cuarto y quinto capitulo se presentan los resultados obtenidos y las conclusiones,
respectivamente. Los resultados se desglosan de acuerdo con el radiofarmaco
empleado para proceder posteriormente a compararlos. Ademas, se incluyen también
los resultados de estudios adicionales realizados con otro modelo de EA en ratas y de
un estudio de estabilidad in vivo realizado con [*¥F]CNEURO-120. En las conclusiones
se repasan los principales resultados obtenidos que, a su vez, permiten discutir sobre el
problema inicialmente planteado y sobre el cumplimiento de los objetivos propuestos.
En este capitulo final también se mencionan las limitaciones que tuvo la investigacion y

se hacen recomendaciones para trabajos futuros.



2. Marco teérico

2.1. Demencia, enfermedad de Alzheimer y otros tipos

La demencia es un concepto utilizado para referirse a un conjunto de enfermedades
gue involucran el deterioro grave y progresivo de varias funciones cerebrales. Los
sintomas asociados a la demencia son variados y dependen del grado de avance en el
gue se encuentre la enfermedad y de la enfermedad en si misma. Dentro de los
sintomas mas comunes se incluyen pérdida de memoria, dificultad para concentrarse,

cambios de humor, pérdida de equilibrio, problemas motores, entre otros [11].

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas comun. Fue descrita
por primera primera vez en el afio 1906 por el psiquiatra aleman Alois Alzheimer [11] y
representa del 60 al 80% de los casos de demencia. Se estima que para el afio 2050,
una de cada 85 personas en todo el mundo desarrollara esta enfermedad [12]. La edad
es el principal factor de riesgo de la EA y los avances en el cuidado de la salud que
permiten una mayor esperanza de vida han llevado a un aumento constante en la
incidencia de la enfermedad [13]. Después de la EA, el deterioro cognitivo vascular es
la segunda forma mas comdn de demencia en términos de incidencia y prevalencia. El
diagnéstico de demencia vascular pura es poco comun, representando menos del 10%
de los casos de demencia. Sin embargo, es un factor relevante que influye en la
demencia de etiologia multiple o mixta, principalmente asociada con la patologia de EA
y que representa aproximadamente el 30-40 % de todos los casos [14]. Con una
incidencia menor, estan la demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la demencia asociada
a la enfermedad de Parkinson (PDD) [15] y la degeneracion lobar frontotemporal. Esta
Gltima se caracteriza por ser un trastorno neurodegenerativo considerablemente
devastador y de inicio temprano que involucra afecciones en los I6bulos frontales o

temporales, o ambos.
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Aunque la mayoria de los casos de demencia se relacionan con enfermedades
progresivas e irreversibles, la deteccion y tratamiento temprano podrian ralentizar los
problemas cognitivos asociados y con ello, los sintomas méas graves de cada tipo de

demencia.

2.2. Etiologiay patofisiologia de la Enfermedad de Alzheimer (EA)

Tedricamente se ha propuesto una ruta que describe la progresion de la EA desde
sus estadios mas tempranos hasta los mas avanzados. Aunque dicha ruta ha sido
parcialmente verificada mediante diversos estudios, la patogénesis y evolucion de la
enfermedad no se conoce con completa exactitud. Asi mismo el diagndstico certero de

la enfermedad solo es posible mediante estudios post-mortem [4].

Se conocen varias caracteristicas neuropatolégicas relacionadas con la EA. La
primera de estas caracteristicas son los depdésitos proteicos extracelulares de placas
seniles, formadas por péptidos B-amiloides (BA) de 39-42 aminoacidos. La acumulacién
de estas placas es considerada el factor de riesgo primario de la EA [3] (Figura 1). Por
otra parte, esta también la acumulacion de ovillos neurofibrilares (ONF), que resultan de
la hiperfosforilacion de la proteina tau. Tipicamente, esta proteina estabiliza
microtlibulos que permiten la comunicacién axonal de largo alcance, sin embargo, en
su forma hiperfosforilada afecta la organizacibn de los microtibulos e interfiere
directamente con el transporte y la organizacion estructural del compartimento axonal
[3]. Ademas de las placas BA y los ONF de proteina tau, se han identificado otros
procesos que también estan implicados en la patogénesis de la enfermedad, entre ellos

estan la neuroinflamacion y el hipometabolismo de glucosa [16].
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Figura 1. Comparacion entre cerebro sano y cerebro con Enfermedad de Alzheimer. Modificado a partir de
[17].

Se han identificado tres genes como probables causantes de la EA de aparicion
temprana. El primero en reconocerse fue el APP, que codifica la proteina precursora del
amiloide. Posteriormente se identificaron el PSEN1 y PSEN2, que codifican la
presenilina 1 y 2, respectivamente, y que también estan involucrados en la produccién
de las placas BA [13]. La acumulacién de péptidos BA puede aparecer de 15 a 20 afios
antes de que se manifiesten los primeros sintomas clinicos de la enfermedad [3], lo que
motiva aln mas a estudiar dichas placas como blancos moleculares potenciales para el

diagnéstico diferenciado y temprano de la EA.

El deterioro cognitivo leve (DCL) se considera la etapa prodrémica de la enfermedad
gue, si bien puede ser debida a la EA, también hay probabilidad de que sea causada
por otros tipos de demencia. Generalmente, luego de las primeras etapas lo que ocurre
es una acumulacién progresiva en los niveles de placas seniles BA, asi como de ONF,
conduciendo a procesos neuropatolégicos asociados con una progresiva pérdida

neuronal y de sinapsis, lo que desencadena porteriormente en atrofia cerebral [14].
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2.3.  Imagen molecular por Tomografia por Emision de Positrones (PET)

La Tomografia por Emisién de Positrones se basa en la deteccion simultdnea de
fotones de aniquilacién después de la administracion de un farmaco marcado con
material radiactivo que decae emitiendo positrones (antiparticula del electrén). Estas
sustancias tipicamente se conocen como radiofarmacos o radioligandos. La técnica de
imagenes PET refleja la concentracion de actividad del radiofarmaco dentro de un
organismo y puede brindar informacion cuantitativa de la cinética del marcador y del

proceso fisiolégico bajo estudio.

Los fotones de aniquilacion de 511 keV son detectados en coincidencia mediante
un arreglo circular de detectores que registran dichos eventos (Figura 2), este principio
es el que permite localizar espacial y temporalmente el lugar dentro del cuerpo del

paciente en el cual se concentra el emisor de positrones.

Foton de 511 keV

Linea de
respuesta.
Se detecta una
coincidencia
Aniquilacion del
—— positron con un
electron del medio

e

B+

Radionuclido emisor
de positrones Foton de 511 keV

Figura 2. Aniquilacion de positron con electron. Geometria en un escaner PET para detectar las
coincidencias. Imagen modificada a partir de [18].

La calidad de laimagen en PET depende fundamentalmente de la energia promedio
de los positrones emitidos, el tamafo de los detectores, el radio del escaner y de la
electrénica de salida asociada. Las imagenes obtenidas pueden ser estéticas,
registrando el nimero de cuentas en un determinado tiempo fijo, 0 se puede seguir un
protocolo de adquisicion de datos dindmicos, adquiriendo una serie de imagenes en
funcién del tiempo desde la administracion del radiofarmaco hasta alcanzar cierto nivel
de equilibrio.
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2.4. Radiofarmacos PET para la Enfermedad de Alzheimer

Los radiofarmacos mas utilizados en PET para estudiar la EA tienen como blancos
moleculares los depédsitos de placas BA, los agregados de proteina tau y la disminucién
del metabolismo cerebral. Si bien buena parte de estos marcadores permiten discriminar
pacientes con EA o DCL de controles sanos, la placa BA es un blanco de especial interés
por ser uno de los procesos mas relevantes involucrados en la patofisiologia de la
enfermedad, asi como los altos niveles de placas seniles que pueden encontrarse en

sujetos con EA en comparacion con los niveles de ONF.

El primer estudio in vivo de PET para evaluar placas BA se realiz6 en el afio 2002
a un paciente con EA utilizando el radiomarcador canénico por excelencia para este
blanco molecular, el derivado de tioflavina [*'C]6-OH-BTA-1, o N-methyl-[*'C]2-(4 -
methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole ([*!C]PIB) [16]. Se ha comprobado que
este marcador permite discriminar entre pacientes con EA de controles sanos,
mostrando diferencias significativas en los valores de captacién estandarizados (SUV,
por sus siglas en inglés) en varias regiones del cerebro [19]. Su captacion en humanos
se distribuye en las cortezas frontal, medial y parietal lateral posterior, precineo, corteza
occipital, cortezas laterales temporales y cuerpo estriado. Su alta afinidad y
especificidad por las placas BA lo convirtieron en el estandar de oro actual para estos
estudios, ademas su patréon de captacién también permite predecir la fenoconversion?®
del DCL a EA [20]. Sin embargo, la vida media del *C es de apenas 20 minutos, lo que
limita su uso y ha promovido el desarrollo de una nueva generacion de trazadores

marcados con '8F, ampliando la vida media a 110 minutos. A la fecha se han aprobado

para uso clinico 3 farmacos radiomarcados con 8F: [*8F]flutemetamol, [*®F]florbetapir y
[‘8F]florbetaben; ademas, un cuarto ([*®F]JAZD4694) se encuentra en la fase Ill de las
pruebas. El mas investigado a la fecha ha sido el [*®F]florbetapir, que es comparable con

el [*'C]PIB y ha demostrado destacable sensibilidad y especificidad por las placas BA

! Transicién entre las etapas prodromicas y sintomaticas [41].
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[12]. Cada radiofarmaco tiene sus beneficios en comparacién con los otros y tienen,
cada uno, sus correspondientes protocolos. Sin embargo, estos radiofarmacos tienen
patente, por lo que implementar su produccion es econémicamente inviable, sin
considerar las condiciones inaceptables que imponen las empresas duefias de las

patentes para su produccion.

Un estudio reciente [10] mostré6 que Ila molécula 2-(3-fluoropropil)-6-
metoxinaftaleno(5) marcada con el radioisétopo 8F ([®)FJCNEURO-120 o
[*®F]Amylovis), tiene una mayor afinidad por las placas de BA que el estandar
comunmente usado. Los resultados preliminares que obtuvieron sugieren el potencial
que podria tener el [**F]JCNEURO-120 como radiomarcador de la EA, pero no son
concluyentes al respecto. Ademas, no hicieron un analisis cuantitativo de las imagenes
y tampoco especifican si hay regiones del cerebro con captacion especifica, por lo que
no se puede evaluar si éstas tienen alguna asociacion relevante con los cambios

moleculares que se dan en la patogénesis de la enfermedad.

También se han hecho estudios con otros radiofarmacos para investigar la relacion
de la EA con otras caracteristicas neuropatoldgicas asociadas. Por ejemplo, El [*F]AV-
1451 (o [*®F]Flortaucipir) es el mas aplicado y a la fecha, el Gnico aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) para
marcaje de la proteina tau. Tiene una afinidad 25 veces mayor por la proteina tau que
por las placas BA y ha demostrado una cinética favorable [16]. Para el caso de
neuroinflamacion, el radiofarmaco mas estudiado es el [''C]JPK11195, que tiene alta
afinidad por la proteina translocadora 18 kDa (TSPO), involucrada en el proceso
neuroinflamatorio [12]. EI metabolismo de glucosa tipicamente se ha estudiado con el
['®F]FDG. La manifestacion caracteristica del FDG en demencia por EA es el
hipometabolismo en la parte posterior del cerebro con un patrén caracteristico que

resulta siendo un fuerte indicador de la severidad y avance de la enfermedad [16].
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A nivel preclinico, los estudios con el estandar de oro [*!C]PIB se han realizado con
diferentes modelos de raton transgénico como el APP23, Tg2576, APPswe-PS1dE9
[21], [22], entre otros. Estudios previos han mostrado que la union del radiofarmaco a
las placas BA es fuertemente dependiente del modelo de raton transgénico y de la edad
de los animales [21]. Pese a la dependencia de la unién del farmaco con el modelo,
varios estudios han probado que en el caso de ratones transgénicos APP23 (con la
mutacion APP Swedish) se identifica alta captacion del radiofarmaco en hipocampo,
corteza frontal y neocorteza a partir de los 17 meses de edad [21], [22]. Con otros
radioligandos se ha observado alta captacion en corteza, estriado y mesencéfalo en

ratones mayores a los 18 meses con la misma mutacion [23].

2.5. Analisis cuantitativo de imagenes PET

En la practica clinica rutinaria, las imagenes PET adquiridas suelen ser analizadas
mediante inspeccién visual o, a lo sumo, con métodos semicuantitativos como el valor
de captacion estandar (SUV, por sus siglas en inglés) que, formalmente, se define como
el cociente entre la concentracion de actividad medida a través de la imagen PET en
una regién de interés y la actividad inyectada normalizada por el peso del sujeto [24].
No obstante, esto puede verse como un ineficiente uso de la informacién, dado que la
imagen son datos que pueden aportar un mayor entendimiento sobre los procesos
fisiol6gicos involucrados en diversas patologias. La informacion puede ser mejor
aprovechada si se utilizan métodos cuantitativos que relacionen la cinética de
distribucién de los radiofarmacos con el proceso fisiolégico bajo estudio. Mediante
ecuaciones operacionales que describen la interaccién del farmaco con el tejido es
posible obtener estimaciones de diferentes parametros de interés biol6gico como el

volumen de distribucién (V1) o el potencial de unién (BP, por sus siglas en inglés).

El andlisis de imagenes estaticas suele realizarse a través de métodos como el

andlisis pixel por pixel, andlisis estadistico o andlisis por cocientes. En el caso de las
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imagenes dinamicas, los métodos se basan en modelos compartimentales o en

simplificaciones de estos, como los métodos graficos de Patlak y Logan [26].

2.5.1. Métodos compartimentales

Los modelos compartimentales permiten modelar los procesos dindmicos que
ocurren en un tejido de interés mediante la descomposicion por compartimentos del
sistema fisiol6gico involucrado. Los modelos compartimentales pueden serde 1,2 0o n
compartimentos dependiendo de la complejidad del proceso y de la variedad de cambios
gue pueda presentar la especie quimica (Figura 3). Cada uno de los compartimentos se
asocia con un estado quimico del radiotrazador o con la regién fisica en la cual se

encuentra homogéneamente distribuido.

) 'd
K, 1)
. (Concentracion del
N trazador en el tejido
J K2 )

Co(2)
(Funcion de entrada)

) Kl‘_( R\ Ks‘(
Co(8) o C1(0) o €2 (1)
J K2 J Ka

Figura 3. Modelo compartimental de un tejido (superior) y de dos tejidos (inferior).

El trazador inyectado puede estar presente en el tejido en un nimero determinado
de estados fisicos o quimicos y es transferido entre los distintos compartimentos a una
tasa constante (K;) que es proporcional a la concentracién del trazador en el
compartimento. Las flechas indican las posibles vias de transferencia que puede seguir
el trazador y dependen de que la captacion sea reversible o irreversible [25]. El cambio
de concentracion en uno de los compartimentos es una funcién lineal de las
concentraciones en todos los demas compartimentos, esto es:

dc;(t)
dt

= £,(C, (1), CL (), Co (1), ++, Cr (D))

Tipicamente, el primer compartimento (C, (t)) es conocido como funcion de entrada

y se asocia con la concentracion de trazador en sangre o plasma. Su medida es
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experimental y normalmente se obtiene extrayendo sangre del individuo bajo estudio de
forma frecuente luego de la inyeccién. Los demas compartimentos representan la
concentracion del trazador en determinada region o en determinado estado quimico. La
presencia del trazador en el compartimento puede ser en forma de ligando libre en
plasma, ligando en tejido no unido especificamente o ligando unido especificamente a

un receptor [26].

El caso méas simple de los modelos compartimentales es el modelo de 1
compartimento de tejido (2-compartimentos en total). En este caso se tiene el
compartimento correspondiente a la funcién de entrada (C,(t)) conectado con el
compartimento de tejido (C, (t)) mediante 2 constantes de distribucion K; y k,. Cualquier
modelo compartimental puede ser descrito en términos de un conjunto de ecuaciones
diferenciales ordinarias lineales de primer orden con coeficientes constantes. Para el

caso de 2-compartimentos, se tiene:

dc,(t)
dt

= K;Co(t) — koG, (0)

K; es la constante de distribucién de transferencia de la sangre (o plasma) al tejido
(mL/cm®min) y k, es la constante de distribucion de transferencia del tejido a la sangre
(1/min). Por convencién, K; suele escribirse en mayuscula para diferenciarla de las
demas constantes, dado que tiene distintas unidades de medida. La solucién a la
ecuacion diferencial puede obtenerse mediante la transformada de Laplace y

considerando la condicion inicial C(0) = 0, con lo cual:

t

Cc(t) =K, f e lt=DC (D)dr
0

=t
= K, Z e k=D (D)AT
=0

= Ky [e %2t C,(0) + e %=V ¢, (1) + e %D, (2) + -+ + C, ()]
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C(t) (Bg/mL) es la concentracion como funcion del tiempo de trazador en el tejido.
Dicha concentracion es medida mediante la técnica PET y puede interpretarse como la
funcién de respuesta a la funcién de entrada C,(t). La ecuacién anterior evidencia una
dependencia de C(t) en el tiempo t con las concentraciones de C,(t) en tiempos
anteriores. Para el caso de 3-compartimentos (2 compartimentos de tejido) el
razonamiento es analogo. Son necesarias ahora 2 ecuaciones diferenciales para
calcular las curvas de concentracion en funcion del tiempo de los 2 compartimentos de

tejido [25], [26]:

dC;t(t) = K1 Co(t) — (e + k3)Ci (t) + kyCo ()
dc,(t) _
dr k3Cy(t) — k4 Cy (1)

Como previamente se menciond, un caso particular es el de la captacion
irreversible. En tal caso, el trazador se queda atrapado en uno de los compartimentos y

se puede establecer k, = 0, con lo cual:

dC;t(t) = K,C,(t) — (ky + k3)Cy ()
dc
;t(t) = k3C1(0)

Aunqgue los modelos compartimentales son los métodos matematicos mas precisos
y confiables para describir la dinamica del trazador en el tejido de interés [25], su
complejidad numérica y la estricta necesidad de extraer sangre arterial para obtener la
funcién de entrada hacen necesario buscar simplificaciones que permitan una adecuada
descripcion del proceso, con menos complicaciones tetricas y experimentales. Los

métodos graficos son una herramienta conveniente para cumplir dicho propdsito.

2.5.2. Métodos gréficos

Para estimar los parametros de interés que permiten explicar el curso temporal de
los datos obtenidos mediante PET es necesario ajustar una funcién al modelo
compartimental empleado. Cuando el ajuste no es lineal, se encuentran inconvenientes
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asociados con la carga computacional, asi como con una amplia variacion y mala
identificacion de los parametros. Por lo anterior, se han propuesto diferentes métodos
para “linealizar”’ los datos basados en un ajuste lineal por minimos cuadrados. Los dos
modelos de linealizacién mas utilizados son el Grafico de Logan [28], usado cuando hay
captacion reversible, y el Grafico de Patlak [29], empleado para trazadores con
captacion irreversible [25]. Ambos formalismos se basan en la idea de proveer un

método de andlisis completamente grafico que no dependa del modelo.

2.5.2.1. Grafico de Patlak

El analisis grafico de Patlak es un enfoque de linealizacién utilizado cuando la
captacion es irreversible. En este formalismo se parte de la idea de que, en principio,
pueden existir n compartimentos con captacion reversible en los que el trazador entra y
sale. Sin embargo, luego de alcanzar determinado tiempo, las concentraciones en
dichos compartimentos siguen el comportamiento de la concentracion de trazador en
plasma, es decir, no cambia su proporcién (Figura 4). A partir de este punto de
“equilibrio” cualquier cambio en la concentracién total del tejido sera debido unicamente

al cambio en el compartimento irreversible [27].

Compartimentos reversibles

Trazador atrapado
" (compartimento
irreversible)

PLASMA

r
&

Figura 4. Equilibrio en los compartimentos reversibles. Modificada a partir de [27].
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Cuando se logra el equilibrio, la gréfica se vuelve lineal y la pendiente representa la
tasa de transferencia neta, K;, que indica la cantidad de trazador acumulado en el tejido

respecto de la cantidad de trazador disponible en el plasma y se mide en min™! o

L tejid ., . e . .
— 2 2I%% | a ecuacion operativa del grafico se puede derivar a partir de un modelo
mL plasmaxmin

de 2 compartimentos individuales y estd dada en su forma general por:

Cror () _  Jy CoW)du
A CIRREAC)

donde B representa el intercepto con el eje y. El eje y corresponde a los volumenes
de distribucidon (proporcion de concentracion de marcador en tejido y normalizada
respecto a la concentracion en plasma) en funcion del tiempo. El eje x representa la
integral de la concentracion en plasma normalizada respecto a la concentracién en

plasma (Figura 5).

El andlisis grafico de Patlak es una simplificacion util y ahorra tiempo de computo
de forma significativa. Sin embargo, requiere escaneos PET dindmicos
considerablemente largos y la curva de plasma para la funcion de entrada debe medirse

desde el momento de la inyeccion del marcador hasta la finalizacion del estudio.
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Figura 5. Elaboracion del grafico de Patlak. Modificada a partir de [27].

2.5.2.2. Gréfico de Logan

El grafico de Logan es un algoritmo muy utilizado en andlisis cuantitativo PET para
captacion reversible gracias a su simple implementacién matematica y rendimiento
computacional. El gréafico se deriva a partir de la integracion del conjunto de ecuaciones
diferenciales que describen el comportamiento del trazador en los tejidos de interés, su
forma general es la que se muestra a continuacién [28]:

fOtC(u)du B fot C,(w)du
c® Y o

C(t) representa la curva actividad-tiempo en el tejido de interés, C,(u) es la curva
actividad-tiempo en plasma, a y B son la pendiente y el intercepto con el eje v,
respectivamente. El diagrama de Logan permite estimar el volumen de distribucién (V)
de equilibrio a través de una equivalencia directa con la pendiente de la recta luego de

gue se ha alcanzado la linealidad, es decir, « = V. La linealidad se logra cuando el
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intercepto (8) es constante. El volumen de distribucion es una relacion entre la
concentracion del trazador en la region de interés y la concentracion del trazador en el
plasma una vez alcanzado el equilibrio [29]. Ademas, si se cuenta con una regién de
referencia es posible determinar el potencial de unién (BP, por sus siglas en ingés) a
partir de la razon entre los volimenes de distribuciéon de la region de interés y la de

referencia:

El concepto de potencial de union es especialmente importante cuando se quiere
cuantificar la relacion entre la densidad de receptores y la afinidad del radioligando por
los mismos. Particularmente, el BP se define como el producto entre la densidad del
receptor (Bmax) Y la constante de disociacion de equilibrio del radioligando (Kp) [30]. Dado
gue la constante Kp es inversamente proporcional a la afinidad de unién del ligando, el

BP también puede definirse como el producto entre el Bmax ¥ la afinidad de union.

BP = = Bhax X afinidad

Los métodos graficos representan una buena simplificacion a los modelos
compartimentales, pero siguen requiriendo en la mayoria de los casos muestras de
plasma o exploraciones dinamicas muy largas, lo que termina desvaneciendo de algun
modo el caracter no-invasivo de la técnica PET. Existen otras simplificaciones a los
modelos compartimentales que reemplazan el muestreo de plasma por una funcién de
entrada basada en la curva de actividad-tiempo de una regién de referencia con
captaciéon especifica inexistente (o muy baja). Estos modelos consideran 2 regiones,
una regidn objetivo que tiene captacion especifica del trazador y una region de
referencia con captacién no especifica. Una de las simplificaciones al gréafico de Logan
se conoce como el Modelo de Logan con tejido de referencia (LRTM, por sus siglas en
inglés). EI LRTM supone que hay una region de referencia con concentracion de

actividad Crgr(t) y con una constante de aclaramiento promedio de tejido-plasma (k3).
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La concentracién en el tejido de interés Cy;(t) es normalizada y graficada como funcién
de la concentracion de actividad normalizada en el tejido de referencia. Este modelo
permite obtener la relacién de volumen de distribucion (DVR) a partir de la pendiente de

la gréfica descrita por la ecuacién de regresion lineal, que esta dada por:

CREF (T)

T
foT Cyor(H)dt Jo Crer(®)dt + -

= + int
Cyor(T) Cyor(T)

El DVR o pendiente incluye un término de error que disminuye con el tiempo. A
partir de determinado tiempo de equilibrio t* el intercepto (int) se vuelve constante y la
pendiente puede ser determinada con un error minimo. El potencial de unién (BP) puede
ser calculado a partir de la relacion DVR = BP + 1. El tiempo t* se puede interpretar
como el tiempo después del cual no se observan aumentos significativos en la pendiente
y usualmente es determinado mediante la aplicacion de otros modelos como el modelo
de tejido de referencia multilineal (MRTM) o el modelo simplificado de tejido de

referencia (SRTM, por sus siglas en inglés).

El modelo simplificado de tejido de referencia utiliza un modelo de 1-compartimento

de tejido tanto para la regién de interés como para la region de referencia (Figura 6).

Ky c % c. | Cror'
i | Clipre T Cyg + Cg
kz H
CO K" piivintviinisiviisbyivinisyiyiiiibin
—Hlc, C Cref
< K libre T CNE
2

Figura 6. Modelo simplificado de tejido de referencia.

En la Figura 6 se identifican las dos regiones consideradas en el modelo, Cgo; €s la
concentracion en la region de interés, que resulta de una combinacion de
compartimentos que incluye la concentracion de trazador libre (Cj;p.¢), trazador no unido
especificamente (Cyg) y trazador unido especificamente (Cg). La region G, representa

la concentracion en la region de referencia y combina los compartimentos asociados
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con la concentracion de trazador libre y de trazador no unido especificamente. El SRTM
se puede utilizar cuando el modelo de dos compartimentos (1 compartimento de tejido)
puede describir de forma adecuada la cinética del radiofarmaco, de ahi que se pueda
realizar la simplificacion y sustituir la funcion de concentracién en plasma. La ecuacion

diferencial que describe el modelo esta dada por [26]:

dCroi(6) R dCres ()
dt ' dt

k;
+ ky Crep (8) — m Croi(t)

ky
ks

donde R, =+ y BPyp €S un parametro conocido como potencial de unién no

desplazable y se relaciona con la densidad de receptores y su afinidad por determinado
trazador. La solucién de la ecuacion se obtiene por transformada de Laplace y esta dada

por:

k

Rk ___ky
i ] Cref (t) Re 1+BPNDt
D

Cror(t) = Ry Crep(t) + [k — T+ B8Py,

Los parametros que se consideran en el SRTM: R;, BPyp Y k, pueden ser
calculados tanto con métodos de ajuste no-lineales como lineales, asi como mediante
analisis espectral o con enfoque de funcién base. Estimar dichos pardmetros hace
posible producir imagenes paramétricas en la escala de alguno de los parametros

considerados en el modelo [26].
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3. Metodologia experimental

3.1. Produccion del [*'C]PIB

El radiondclido ''C se obtiene mediante la reaccion nuclear N(p,a),
bombardeando en un ciclotrén con un haz de protones de 11 MeV un blanco gaseoso
de ["**N]|N, mezclado con 1 0 2% de 0,. La abundancia natural del **N (299%) hace
gue no sea necesario utilizar un blanco enriquecido isotopicamente. Con el 0, afiadido
se logra obtener un producto gaseoso ([“C]COZ) que no se pega en las paredes del
cuerpo del blanco. La energia umbral para que se produzca dicha reaccién nuclear es
de 3132.27 keV [31]. El radiontclido es producido en el acelerador de particulas tipo
ciclotron Eclipse HP (Siemens) de la Unidad Radiofarmacia-Ciclotron de la Facultad de
Medicina de la UNAM. El Carbono-11 producido en el ciclotrén se descarga en forma de
[11C]C02 y se retiene en una trampa criba molecular mientras los demas gases son
descartados. El tamiz molecular es calentado a 200°C para liberar el compuesto que
serd burbujeado en una solucion de LiAlH, para formar [*!C]Metanolato. Se aumenta la
temperatura a 100°C hasta secar la solucién y se afiade HI para formar [*'C]Yoduro de
metilo ([**C|CH;I). El [*'C|CH;I es destilado hacia un reactor con triflato de plata
(AgOTf) que se calienta a 190°C para formar triflato de metilo ([11€]CH3OTf), gue es
un producto mucho mas reactivo y, por lo tanto, aumenta la eficiencia de marcado. El
triflato de metilo se transfiere y se atrapa en un cartucho tC18 precalentado a 65°C y
precargado con el precursor, en este Ultimo paso se lleva a cabo la reaccion de marcado.

Todos los pasos previamente descritos se resumen en el diagrama de la Figura 7.
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1) LiAlH4 AgOTf
"co, —— > ""CHJ — > '"CH;OTf
2) HI 57%

6-OH-BTA-0 \©j : /CHs

["'C] PIB
Figura 7. Diagrama de la sintesis de [*!C]PIB.

El proceso se desarrolla en un médulo de sintesis quimica Trasis All-in-One de la
Unidad Radiofarmacia-Ciclotron, que utiliza un método desarrollado por la empresa
TRASIS con un casete de uso Unico y un kit de reactivos desarrollados por la misma
empresa. La eficiencia de sintesis tipica es = 10% y la duracién del proceso, una vez
optimizado, desde el inicio de la descarga del *'C hasta la coleccion del [*!C]PIB en el

vial de producto final es de aproximadamente 20 minutos.

Finalizado el marcado se procede con la purificacion, que se realiza mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) utilizando una fase movil de

ACN/H20 (60/40 v:v) y una columna C18.

3.2.  Produccion del [**F]CNEURO-120

Hay varios canales para la produccion del '8F; tipicamente, la via més utilizada es
a través de la reaccion nuclear 0(p,n), cuya energia umbral es de 2574.8 keV [31].
Usando un blanco liquido de [180]H20 isotépicamente enriquecido con oxigeno-18
(*80 = 97%) se obtiene '8F i6nico (F~). La produccion del anion [*8F|F~ se lleva a cabo
mediante irradiaciéon con protones de 11 MeV en el Ciclotron de la Unidad
Radiofarmacia-Ciclotrén. El radiofarmaco se produce mediante sintesis quimica por un
método de sustitucién nucleofilica en un médulo de sintesis TRACERIab FX-FN (GE

Healthcare).
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Cartucho de intercambio

onico (QMA)
1,180 + 185~ E@ H, 80
(QMA)
KFC0; /K222 |CO5 (K/K222)* [ Froso
Destilacidn
(K/K222)*/ Erioso o (K/K222)* /**F ppiaro

+ /18— [3-(6-metoxd-Znaftilipropi-  Reaccién
(K/K222)" /" Fopnidaro + 4-metilbencenosulfonate] ——— [18F_]CNEURO —120 + Impurezas
[precursor guimico) 10min, 110°C

Furificacion
—_

[®F T JCNEURO — 120 + Impurezas [**FTJCNEURO —120

Figura 8. Diagrama de la sintesis de [*®F]CNEURO-120.

La Figura 8 es un diagrama que resume el proceso de sintesis del [18F]CNEURO-
120. El anién [18F]F‘ obtenido del ciclotrén y suspendido en el agua isotépicamente
enriquecida del blanco es atrapado en un cartucho de intercambio i6nico (QMA:
Quaternary Methyl Ammonium). Una vez atrapado en el cartucho, es eluido del mismo
haciendo pasar una solucién acuosa de carbonato de potasio (K, C03) con Kryptofix
2.2.2 (K-222) en acetonitrilo. El Kryptofix actia como catalizador para mejorar la

reactividad de los iones de fluoruro. El (K /K 222)* /[*®F|F~ , €luido se envia al vaso

acuos

de reaccion para evaporar completamente por destilacibn azeotrépica y obtener

(K/K 222)+/[18F]F‘ . Al residuo anhidro se le afiade el precursor quimico disuelto

anhidro

en acetonitrilo y se incuba (110°C, 10 min) en un vaso de reaccion cerrado
herméticamente, este (ltimo paso es conocido como sustitucion nucleofilica y permite
obtener el [*®F]CNEURO-120. La purificacion se realiza en dos pasos, el primero por
cromatografia de liquidos (HPLC), usando una columna semi-preparativa de C18 y una
fase movil de acetonitrilo:agua en una proporcion 70:30. La solucién del pico de interés
colectada del HPLC es diluida con agua inyectable y se atrapa en un cartucho de fase
soélida. Por ultimo, el producto es eluido del cartucho con 1 ml de etanol. La formulacion
final se realiza diluyendo con solucién salina y afiadiendo polisorbato 80 como
estabilizador. La esterilizacion del radiofarmaco se realiza por filtracion mediante un filtro

con una membrana de porosidad 0.22 pm. El precursor quimico [3-(6-metoxi-2-
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naftil)propyl-4-metilbencenosulfonate] requerido para la sintesis quimica del
radiofarmaco [**F]CNEURO-120 es proporcionado por colaboradores del proyecto en

Cuba.

3.3. Estudios dinamicos PET

Las imagenes se obtienen en un equipo MicroPET Focus 120 (Siemens/CTl,
Knoxville, TN, USA) del Laboratorio de Investigacion Preclinica MicroPET de la Facultad
de Medicina de la UNAM. Para la obtencion de los datos, se evalGan dos grupos: i) grupo
de ratones transgénicos 3xTg para la enfermedad de Alzheimer (n = 7, 6 machos, 1
hembra) y ii) un control (n = 1, 1 macho). Estos ratones transgénicos contienen tres
mutaciones asociadas con la EA (APP Swedish, MAPT P301L y PSEN1 M146V) y
muestran patologia tanto de placas AR como de ONF. Los depésitos de placas aparecen
desde los 6 meses en la corteza frontal y se vuelven mas prominentes a partir de los 12
meses de edad [33]. La poblacién de estudio con sus principales datos se presenta en
la Tabla 1. Los animales fueron suministrados por el Departamento de Bioquimica y
por el Laboratorio Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas, adscritos a la
Facultad de Medicina de la UNAM. Unos animales son estudiados con [**F]CNEURO-
120, otros con [*1C]-Pittsburgh Compound B ([*'C]PIB), y 3 de ellos con ambos farmacos.
Las adquisiciones con los diferentes radiofarmacos se realizan con al menos 3 dias de
separacion. Se administra cada radiomarcador en un solo bolo por la vena de la cola
(32.449 + 11.174 MBq) con el animal bajo anestesia gaseosa inducida con 5% de
isoflurano y mantenida durante todo el estudio entre el 1-3%. Ademas, se vigilan y
controlan los parametros fisiol6gicos (temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria,
saturacion de oxigeno, presién sanguinea) con un equipo Physiological Monitoring
System (Harvard Apparatus). El protocolo fue aprobado por la Division de Investigacion
de la Facultad de Medicina de la UNAM. Para las primeras adquisiciones dinAmicas con
el [®®F]CNEURO-120 se toman imagenes cerebrales durante 90 minutos desde el

momento de la inyeccién en modo dinamico con la siguiente secuencia de frames: 1x60
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S, 4x30 s, 4x60 s, 2x120 s, 4x300 s y 6x600 s, durante el primer minuto se inyecta el
radiofarmaco. Otros estudios dindmicos sélo se realizan durante 30 minutos de acuerdo
con los frames: 4x30 s, 3x60 s, 5x180 s y 2x300 s. La razon por la cual se modifico la

secuencia de frames en algunos estudios sera discutida en el siguiente capitulo.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio (TG = transgénico, WT = wild type, M = macho, H =
hembra; * indica que es el mismo animal).

Animal Etiqueta Sexo Peso (g) Edad (meses)
1 WT M 35.20 8
2 TG1 M 34.97 8
3 TG2 M 34.40 8
4 TG5* H 31.36 12
5 TG8 M 36.00 14
6 TG9 M 31.00 13
7 TG10 M 30.70 14
8 TG11 M 29.45 15
9 TG5* H 29.28 15

Promedio + SD 32.9+25 -

Las imagenes cerebrales adquiridas con el [*!C]PIB se obtienen durante una hora,
desde el momento de la inyeccion en modo dinamico con los siguientes frames: 1x10 s,
4x30 s, 3x60 s, 5x180s y 4x600 s, los primeros 10 segundos son para la inyeccion del
radiofarmaco. Ademas, antes de realizar cada uno de los estudios PET con
[*®F]CNEURO-120 se adquiere un estudio de transmision durante 515 s con una fuente
de 57Co para corregir por atenuacion. El estudio de transmisién no se realiza en las
adquisiciones con ['C]PIB para aprovechar la maxima actividad del radiofarmaco

durante su corta vida media.

3.4. Andlisis cuantitativo de las imagenes

El andlisis cuantitativo de las imagenes se realiza mediante el software PMOD (v.
4.3, PMOD Technologies LLC). El programa permite utilizar sus médulos de Kinetic
Modeling (PKIN) y Parametric Mapping (PXMOD) para obtener los parametros de
interés y las correspondientes iméagenes paramétricas en cada caso. Después de

corregir las imagenes por movimiento y suavizar con un filtro gaussiano (FWHM = 0.8
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mm) es posible normalizarlas para hacer un co-registro de éstas al atlas anatémico de
tomografia computarizada Ma-Benveniste-Mirrione disponible en el software [36], [37].
Lo anterior permite localizar las regiones de interés: corteza (0.14916 cm?), estriado
(0.02576 cm?®), tadlamo (0.0282 cm?®), hipocampo (0.024992 cm?), mesencéfalo
(0.011768 cm®) e hipotalamo (0.011568 cm?); asi como la region de referencia (una
porcion del cerebelo de 0.00216 cm?) que se requiere para aplicar el modelo de Logan

con tejido de referencia (Figura 9).

Figura 9. Imagen de

Estriado p cerebro de rata
Corteza normalizado y
» Talamo « segmentado en base al
) - atlas  anatomico  Ma-
F TN ‘ Benveniste-Mirrione  de
Hipocampo I ' PMOD.

Cerebelo «—

Referencia

Del software también se pueden obtener las curvas de actividad-tiempo, los
volimenes de distribucién, los potenciales de unién no desplazables para las regiones

consideradas y las imagenes paramétricas en escala de potencial de unién.

3.5. Estadistica

Los resultados obtenidos son presentados como media + desviacion estandar (x +
o) (para casos en los que la n = 2). Los datos se examinaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA) de un factor para comparar los valores de los volimenes de
distribucién (DVR) en las VOIs de ratones WT, grupo de ratones transgénicos adultos
jovenes (8 a 11 meses) y grupo de ratones transgénicos adultos envejecidos (12 a 15
meses). El andlisis se realizé para los estudios adquiridos tanto con [*C]PIB como con
[*8F]CNEURO-120. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas aquellos

valores-p menores a 0.05 (p<0.05).
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4. Resultados y discusion

Los productos finales del [*'C]PIB y del [**F]CNEURO-120 fueron sometidos a
pruebas de control de calidad, incluyendo inspeccion visual, medicién de pH, pureza
radionuclidica, pureza radioquimica y esterilidad (integridad de membrana del filtro de
esterilizacion). Ambos radiofarmacos pasaron el control de calidad, garantizandose asi

la identidad y pureza de los productos.

4.1. Estudios microPET con [*C]PIB
Una imagen PET tipica obtenida de un ratdbn macho transgénico de 8 meses con
[**C]PIB, corregida por movimiento y con la aplicacion de un filtro gaussiano de 0.8 mm

se presenta en la Figura 10.

1.8 min

2.2 min 3.2 min 4.2 min 5.2 min

B Y Y’

11.2 min 14.2 min 17.2 min

40.2 min 50.2 min

p B y 9 B

Concentracion de actividad (mCi/cc)

Figura 10. Adquisicién PET de 60 min con [*1C]PIB para ratén 3xTG de 8 meses.

La imagen permite corroborar que el [*C]JPIB cruza rapidamente la barrera
hematoencefélica, alcanzandose una concentracion de actividad maxima en cerebro
entre los 30 segundos y el primer minuto post-inyeccion (p.i.). Ademas, hay considerable
actividad en 6rganos como el higado, rifiones, bazo e intestinos, consistente con las
vias de eliminacion del radiofarmaco.
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El procedimiento de normalizacion al atlas anatomico de referencia permite una mejor
visualizacion del cerebro de los animales, aprovechando adecuadamente el rango
dinamico de las iméagenes. La Figura 11 es una adquisicion microPET dindmica de 60
minutos a un raton hembra transgénico de 12 meses, la imagen esta recortada a la

region de interés (cerebro) y fue normalizada al atlas de interés.

min  4.2min  5.2min

4.2 min ‘ 3 o . . .

nin  11.2min 14.2min 17.2min

-

11.2min 1

40.2min

A B
Figura 11. Adquisicion PET de 60 min con [*C]PIB para ratén 3xTG (hembra) de 12 meses. La imagen
esta normalizada al atlas anatémico de referencia y se muestra en su (A) corte sagital y (B) corte coronal.

Las Figura 10 y Figura 11 revelan una farmacocinética de absorcion del [*!C]PIB
similar en términos de una répida entrada al cerebro y su posterior eliminacion, con
presencia importante de actividad en el bulbo olfatorio. No obstante, para ratones de 14
meses en adelante la cinética cambia considerablemente. En animales transgénicos
mayores desaparece el pico de actividad maxima registrado durante los primeros
minutos p.i. y en cambio, el radiofarmaco se empieza a acumular en el cerebro y bulbo
olfatorio; conservando alta concentracién de actividad en estos érganos, incluso en los

tiempos mas tardios (Figura 12).
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Figura 12. Adquisicion PET de 60 min con ['C]PIB para ratén 3xTG (hembra) de 15 meses. Imagen
normalizada en su (A) corte sagital y (B) corte coronal.

Al comparar el control (WT, 8 meses) con los ratones transgénicos de diferentes
edades es posible verificar que el [**C]PIB es captado mucho mas en animales 3xTG de
mayor edad. En la Figura 13 se evidencia que hay mayor concentracién de actividad en
regiones cerebrales de animales viejos (13 meses) en comparacion con el control y el
animal transgénico mas joven (8 meses). Se observa captacién nasal no-especifica pero

relevante en todos los casos.
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Concentracién de actividad (mCi/cc)

Figura 13. Promedio de los Ultimos frames de las adquisiciones dindmicas microPET de 60 min con [*C]PIB
a un raton WT y distintos ratones 3xTG de 8 a 13 meses de edad (H: hembra), mostrados en sus diferentes
cortes (axial, coronal y sagital).

A pesar de la variabilidad bioldgica, todos los ratones transgénicos de 12 meses en
adelante tienen una mayor concentracién de actividad cerebral en comparacién con el
control y el animal mas joven. Las imagenes promedio de las adquisiciones dinamicas
de 60 minutos realizadas a ratones de 14 y 15 meses se presentan en la Figura 14. El
ratén de 15 meses denotado con “H” es la misma hembra que se presentd en la Figura
13 pero mas envejecida. Las imagenes de las hembras (a los 12 y 15 meses) revelan
diferencias entre ellas, la concentraciébn de actividad es visiblemente mayor en el
cerebro de la de mayor edad. Todas las imagenes estan en la misma escala y se

normalizaron respecto a la actividad inyectada.
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Figura 14. Promedio de los ultimos frames de las adquisiciones dindmicas microPET de 60 min con [*'C]PIB
a distintos ratones 3xTG de 14 a 15 meses de edad (H: hembra), mostrados en sus diferentes cortes (axial,
coronal y sagital).

Estudios previos han reportado que la carga BA incrementa significativamente con la
edad en ratones transgénicos hembra y siempre es considerablemente mayor que en
ratones macho de la misma edad [32]. Las imagenes promedio de los animales
transgénicos de 15 meses de distintos sexos de la Figura 14 comprueban que, en efecto,
la concentracién de actividad es mayor en la hembra en comparacion con el macho de

la misma edad.

En la Figura 15 se presentan las curvas de actividad-tiempo (TAC, por sus siglas en
inglés) del raton WT y de los animales 3xTG de 8 a 13 meses de edad. Los valores se
obtienen para la regién de referencia y para los diferentes volimenes de interés. Las
TACs evidencian un pico de concentracion de actividad maxima y posteriormente una

rapida eliminacion. La tendencia de las curvas es similar en los 4 animales y no muestran
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diferencias relevantes entre el ratén control y los ratones 3xTG después del pico de
actividad méaxima.
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Figura 15. Curvas actividad-tiempo obtenidas de estudio dinamico PET con [*1C]PIB para VOlIs y referencia
de raton WT vy distintos ratones 3XTG de 8 a 13 meses de edad (H = Hembra, normal. = normalizada).

El comportamiento de las TACs cambia considerablemente en los ratones
transgénicos de 14 meses en adelante. En principio, desaparece el pico de actividad
maxima y se hacen visibles diferencias entre las VOIs (Figura 16). Las curvas revelan
una acumulacién progresiva de actividad desde el inicio de la adquisicién y una lenta
eliminacién que se prolonga aun mas en los ratones de mayor edad, llegando incluso a
recorrerse el pico maximo hasta los 43 minutos p.i. en el ratdn hembra de 15 meses. En
todos los casos, el mesencéfalo y tadlamo son las VOIs con los mayores valores de
concentracion de actividad. Todas las curvas presentadas son de concentracién de

actividad normalizada por la actividad inyectada.
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Figura 16. Curvas actividad-tiempo obtenidas de estudio dinamico PET con [11C]PIB para VOls y referencia
de distintos ratones 3XTG de 14 y 15 meses de edad (H = Hembra).

Al comparar los valores de concentracion de actividad normalizada en las VOIs de

los diferentes ratones se encuentran diferencias entre los ratones mas viejos (15 meses)

con el WT vy los animales mas jovenes (Figura 17). Después de 30 p.i. los valores de

concentracion de actividad en las VOIs (corteza, hipotalamo, mesencéfalo y tAlamo) son

mayores en los ratones de 15 meses en comparacion con los demas animales. La

diferencia es aun mayor en el ratén hembra (denotada con "H" en las gréficas).
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Figura 17. TACs para corteza, hipotalamo, mesencéfalo y tdlamo de un ratén WT y ratones 3xTG de
diferentes edades. H = hembra.
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Una medida util para cuantificar y comparar los valores de concentracion de actividad
de los dos radiofarmacos en las diferentes VOIs es el cociente VOI/REF, donde REF
corresponde a una regién con baja o nula captacion. Este cociente es independiente de
la actividad inyectada y de la masa de los animales. Ademas, se ha demostrado en
estudios realizados con otros radiofarmacos que puede discriminar entre sujetos sanos
de enfermos [33]. En este trabajo se calculd el cociente VOI/REF para los estudios
realizados a ratones con [*'C]PIB en el intervalo de 40 a 60 minutos. Se tuvo en
consideracion la corteza, tadlamo, hipotalamo, estriado, hipocampo y mesencéfalo
(Figura 18). A pesar de la variabilidad biologica, los valores muestran una tendencia
creciente con la edad, mas prevalente en talamo y mesencéfalo. El cociente es mayor
en ratones transgénicos de mayor edad (15 meses hembra; corteza: 1.15, talamo: 1.37,
hipotalamo: 1.28, estriado: 1.26, hipocampo: 1.22, mesencéfalo: 1.44) en comparacion
con el ratdbn WT (8 meses; corteza: 0.83, tadlamo: 0.92, hipotalamo: 1.16, estriado: 0.83,
hipocampo: 0.83, mesencéfalo: 0.97) y el ratbn mas joven (8 meses; corteza: 1.01,

talamo: 0.90, hipotalamo: 1.24, estriado: 0.87, hipocampo: 0.95, mesencéfalo: 0.98).
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Figura 18. Cociente VOI/REF de estudios microPET realizados con [*1C]PIB para las diferentes VOIs de
ratén WT y ratones 3XTG de diferentes edades.

Los datos dinamicos fueron procesados para obtener el DVR de cada una de las

VOIs consideradas usando un procedimiento de dos pasos que involucran el método
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simplificado de tejido de referencia y el modelo de Logan con tejido de referencia. El
andlisis de las imagenes se realizé considerando una porcion esférica de cerebelo de
0.8 mm de radio como tejido de referencia y un K, obtenido del software PMOD. Para
obtener los DVRs se aplicé primero el SRTM, que permite calcular las constantes k,’
requeridas en el LRTM. Para cada una de las 6 VOlIs consideradas se obtuvo un k,'. El
promedio de estos valores (k,") obtenidos del SRTM se utiliz6 como parametro de
entrada en el LRTM. Este procedimiento de 2 pasos permite una estimacion mas
razonable de la tasa de eliminacion promedio k,' [34]. El intervalo de tiempo de ajuste
considerado en los modelos fue la duracion total de cada adquisicion dinamica y el
tiempo de equilibrio t* se determind para cada estudio mediante un criterio de error
maximo (Max Err.). En todos los casos se establecio un error maximo del 10%, lo que
significa que la desviacion entre la regresion y todas las mediciones debe ser inferior al
10%. Los valores detallados de las constantes utilizadas en los modelos se presentan

en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de k,, k, y t*utilizados en el LRTM para obtener los DVRs de estudios con [*1C]PIB.

Animal (rESS?:s) Sexo M(Zja k, (1/min) k' (1/min) t* (min)
WT 8 M | 35.20 035 | 0.43051+0.06387 | 35
TG2 8 M | 3440 029 | 0.29510+0.02308 | 4.1
TG5 12 H 31.36 028 | 0.18850+0.02762 | 4.1
TGO 13 M | 31.00 039 | 0.32995+0.04289 | 25

TG10 14 M | 36.00 034 | 0.20123+0.03752 | 55
TG11 15 M | 2945 025 | 0.27031+0.05286 | 55
TG5 15 H 29.28 030 | 0.17283+0.06832 | 55

Ademas de los 7 estudios dindmicos realizados con [*'C]PIB en el Laboratorio de
Investigacion Preclinica microPET de la Facultad de Medicina de la UNAM, también se
incluyeron en el andlisis estudios realizados en el Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (CUDIM) con el mismo modelo de ratdn transgénico. Los estudios fueron
suministrados por colaboradores del proyecto y permitieron, entre otras cosas, incluir
datos de animales control de mayor edad. Los detalles de los animales utilizados para

los estudios provenientes del CUDIM se indican en la Tabla 3. El analisis cinético de las
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iméagenes obtenidas en el CUDIM se realiz6 con los mismos parametros del analisis

realizado para las imagenes obtenidas en la UNAM.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién para estudios con [*'C]PIB realizados en el CUDIM.

Animal Edad Sexo n
(meses)

WT 10 M 1

WT 12 M 1

3XTG 9 M 5

3XTG 10 M 1

3XTG 11 M 1

Los DVRs obtenidos son mayores en la corteza de los ratones 3xTG de mayor edad
(12 a 15 meses) en comparacion con los valores de los animales mas jovenes (8 a 11
meses) y de los controles (WT) (Figura 19). En el grupo de ratones WT y ratones 3xTG
mas jovenes los valores en corteza son de 0.9510 + 0.0550 (machos, n=3) y 0.9468 +
0.0159 (machos, n=3), respectivamente. En ratones transgénicos mayores los DVRs
aumentaron a 1.1565 (12 meses, hembra, n=1), 1.1609 (13 meses, macho, n=1), 1.0995
(14 meses, macho, n=1), 1.0815 (15 meses, macho, n=1) y 1.2356 (15 meses, hembra,
n=1). Aunqgue los valores revelan una tendencia creciente con la edad de los animales,
alcanzando maximos de 1.5991 en mesencéfalo y 1.5255 en tdlamo (13 meses, macho,
N=1), solo en corteza hay diferencias significativas (p<0.005) entre el grupo de ratones
transgénicos mayores (12 a 15 meses) con los ratones WT y el grupo de ratones 3xTG

mas joven (8 a 11 meses) (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis estadistico para comparar DVRs en corteza de grupo de ratones 3xTG mayores (12 a 15
meses) con grupo WT y grupo de ratones 3XTG menores (8 a 11 meses).

Prueba de homogeneidad de p-valor = 0.256 (se acepta H,, hay homogeneidad de
varianzas (estadistico de Levene) | varianzas)

p-valor (entre grupos) = 0.001 (se acepta Hi, existen
ANOVA de un factor ) )
diferencias entre los grupos)

Grupo 3xTG mayor (12 a 15 meses, n=5)
p-valor
comparado con:
Post hoc (Tukey HSD)
Grupo WT (n=3) 0.002
Grupo 3xTG joven (8 a 11 meses, n=3) 0.002

El aumento porcentual promedio del DVR en corteza de los ratones transgénicos

viejos respecto de los controles es del 20.59% y del 21.12% respecto del grupo de
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ratones joévenes. Los resultados son consistentes con lo reportado para la patologia de
placas en ratones 3xTG. Los depdsitos extracelulares de placa BA aparecen a partir de
los seis meses en la corteza frontal y se vuelven mas concurrentes de los 12 meses en

adelante [35].
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Figura 19. DVRs obtenidos mediante el LRTM para las diferentes VOIs de ratones WT y ratones 3xTG de
diferentes edades con [*'C]PIB. Los simbolos en azul son de estudios realizados en CUDIM. ¢ representa
un ratén hembra y su simbolo se conserva para indicar que el animal fue estudiado longitudinalmente en
dos puntos temporales. WT = wild-type.

A pesar de que la normalizacion al atlas de referencia utilizado para la ubicacién de
las VOIs no permite una segmentacion especifica de la corteza para cuantificar
Unicamente en la corteza frontal y no promediar los valores en la totalidad del volumen,
los DVRs permiten identificar la presencia de placas en ratones transgénicos a partir de
los 12 meses de edad.

Tanto los DVRs de ratones WT como los de ratones 3xTG aumentan con la edad en
talamo, hipotalamo, estriado, hipocampo y mesencéfalo. Lo anterior indica que el
[1I1C]PIB también es captado de forma no-especifica en dichas regiones, indistinto de la
presencia o no de placa amiloide. La captacién aumenta progresivamente con la edad

de los animales, principalmente en tdlamo y mesencéfalo.

42



Los DVRs obtenidos de los estudios realizados en la UNAM son consistentes con los
cocientes VOI/REF, demostrando un incremento de los valores en todas las regiones de
ratones envejecidos respecto de los valores en los controles y ratones mas jévenes.

Snellman y colaboradores [21] calcularon los DVRs en corteza de ratones hembra
transgénicos APP23. Aunque el modelo de raton transgénico utilizado en este proyecto
es diferente (3xTG), tanto el APP23 como el modelo 3xTG contienen la mutacién APP
K670 _M671delinsNL (Swedish) [35], por lo que los resultados pueden ser comparables
hasta cierto punto. En el estudio con hembras APP23 reportaron valores de 1.02 (7
meses), 0.98 (12 meses) y 1.19 (15 meses). Los DVRs calculados en corteza en este
trabajo para los ratones 3xTG son de 0.93 (8 meses, macho), 1.16 (12 meses, hembra)
y 1.24 (15 meses, hembra). Los valores de los animales 3xTG més envejecidos son
ligeramente superiores a los DVRs de los ratones APP23 de la misma edad.

BP en corteza
025 T T T T T T T T T

0.236

01

0.05 |

o L2 0 0 0 0 0
e ’i’%“:& ’\’,\g((;* «’\'L‘(\ o o A 0 ‘(\\\A\ RONEINSS '\6«\»\6‘(\@\

Figura 20. BPs en corteza obtenidos mediante el LRTM para raton WT y ratones 3xTg de diferentes edades
con [11C]PIB. H = hembra.

Los resultados del andlisis cinético sugieren que, en efecto, hay captacién del [*'C]PIB

en la corteza cerebral de ratones transgénicos envejecidos, mayormente pronunciada
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en hembras que han desarrollado una mayor concentracion de placas BA. Los valores
de potencial de unién (BP) son obtenidos del DVR a partir de la relacion DVR = BP + 1,
los resultados se presentan en la Figura 20. Los DVRs y BPs en corteza permiten
diferenciar animales con presencia de placa BA desde los 12 meses de edad de los
controles sanos y de los animales transgénicos mas jévenes. Los DVRs obtenidos de
los estudios realizados en la UNAM son comparables con los obtenidos de los estudios
del CUDIM, lo que demuestra el potencial de los pardmetros cuantitativos sobre las
medidas cualitativas y semicuantitativas usadas cotidianamente. En las TACs solo es

posible visualizar leves diferencias en los animales 3xTG a partir de los 14 meses.

El BP se pueden calcular del DVR o directamente del SRTM que se aplic6 como
primer paso para calcular los volimenes de distribucion. Los BPs y los DVRs estimados
mediante ambos métodos se muestran en la Tabla 5 y presentan una fuerte correlacion
positiva (r=0.945, valor promedio de los coeficientes obtenidos para cada animal). Lo
anterior otorga mayor peso a los resultados obtenidos y demuestra que los parametros
cuantitativos considerados (BP y DVR) son, en efecto, medidas objetivas del proceso

fisiol6gico bajo estudio.

Tabla 5. BPs obtenidos mediante SRTM y DVRs obtenidos con SRTM y LRTM para cada animal en cada
VOI. Solo se incluyen los resultados de los estudios realizados en la UNAM.

WT 3xTG de 8 meses 3xTG de 12 (H) 3xTG de 13 meses
BP SRTM|DVR SRTM|DVR LRTM|BP SRTM|DVR SRTM|DVR LRTM|BP (SRTM)|DVR SRTM|DVR LRTM|BP SRTM| DVR SRTM [DVR LRTM
Corteza 0.0000 10000 08894 00000 10000 09321 01975 11975 11565 0.1139 11139 1.1609
Talamo 0.0955 10955  1.0912| 01664 11664  1.0967| 05377 15377  14540| 0.5814 15814  1.5255
Hipotalamo|  0.0000 10000 10480 00000 10000 10199 01619 11619  12430| 0.2140 12140 1.3128
Estriado 0.0000 10000 09890 00731 10731 10212 04175 14175 13274 03727 13727 13532
Hipocampo|  0.0000 10000 09817 00383 10383  1009| 03040 13040 12564 0.3531 13531 1.3473
Mesencéfald  0.1168 11168 11375 02088 12088  1.1506| 05055 15055  1.4465| 0.6422 16422 1.5991
Coef. de correlacidn | 0.816| Coef. de correlacidn | 0.924 Coef. de correlacién | 0.937 Coef. de correlacién | 0.981
3XTG de 14 meses | 3xTG de 15 meses 3xTG de 15 meses(H)
BP SRTM|DVR SRTM|DVR LRTMBP (SRTM]DVR SRTM|DVR LRTM| BP SRTM [DVR SRTM|DVR LRTM
Corteza 0.1018 11018  1.0995| 00839 10839 10815 01326 11326  1.235
Talamo 0.3847 13847  1.3463| 03336 13336 13055 03398 13398  1.4441 Coef. de
Hipotslamo|  0.2722 12722 12682 01925 11925  1.1956| 02474 12474 13941 correlacién | 0.945
Estriado 0.2616 12616 12318 02048 12048 11842 01822 11822 13526 promedio
Hipocampo|  0.2494 12494 12189 01987 11987 11773 01941 11941 13011
Mesencéfald  0.4531 14531 14142] 03991 13991  1.3798] 04102 14102 15757
Coef. de correlacidn | 0.995 | Coef. de correlacién | 0.996 Coef. de correlacién | 0.967

A partir del analisis cinético basado en el LRTM también es posible obtener las
imagenes paramétricas en escala de potencial de union para cada uno de los estudios
dinamicos adquiridos. Se considero la porcién de cerebelo como region de referencia y
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el mesencéfalo como volumen de interés, ya que fue la VOI con los mayores DVRs
calculados del LRTM. La Figura 21 muestra las imagenes paramétricas del animal
control y los animales transgénicos de 8, 12 y 13 meses. Los mapas en escala de BP
demuestran que hay mayor captacion del [*!C]PIB en el cerebro de ratones envejecidos.
A pesar de la variabilidad biolégica, es evidente a superioridad en la captaciéon que
tienen los ratones transgénicos de mayor edad en comparacién con la que tienen el
control y el animal mas joven. Aunque la captacion se observa propagada en gran parte
del cerebro, los mayores valores se concentran en talamo y mesencéfalo, consistente

con los resultados numéricos obtenidos anteriormente.

3XTG - 8m 3XTG - 12m(H) 3XTG - 13m
P P

[

Figura 21. Imagenes paramétricas en escala de BP correspondientes a las adquisiciones PET realizadas
en la UNAM con [*'C]PIB de ratén WT y ratones 3xTg de distintas edades, mostrados en sus diferentes
cortes (axial, coronal y sagital).

Las imagenes paramétricas de los animales transgénicos mas viejos estudiados
también muestran captacion del radiofarmaco en el cerebro (Figura 22). El mapa en

escala de BP de la hembra de 15 meses corrobora los resultados obtenidos del analisis
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cinético. EI [*!C]PIB se capta en regiones cerebrales de ratones envejecidos mucho mas

que en ratones jovenes.

3xTG 2 15m(H)

Figura 22. Imagenes paramétricas en escala de BP correspondientes a las adquisiciones PET realizadas
en la UNAM con [*'C]PIB de ratones 3xTg de 14 y 15 meses. H = Hembra, mostrados en sus diferentes
cortes (axial, coronal y sagital).

A pesar de que hay captacion del radiofarmaco en el cerebro, en ratones 3xTG de
hasta 15 meses de edad todavia no es posible distinguir visualmente si la captacion es
por envejecimiento o por presencia de carga amiloide.

Si se compara el mapa paramétrico de un ratén 3xTG de 9 meses con el de un ratdon
WT de 12 meses (obtenidos a partir de los estudios dinamicos realizados en el CUDIM)
(Figura 23) se observa captacion cerebral en ambos casos. Sin embargo, la diferencia
entre los DVRs de ratones transgénicos mas viejos con los DVRs de los controles y de
los mas jovenes sugieren la presencia de placas BA en la corteza cerebral de los
animales 3xTG que, ademas, incrementa con la edad mucho méas en hembras que en

machos con el mismo modelo transgénico.
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3XxTG - 9m
D

Figura 23. Imagenes paramétricas en escala de BP correspondientes a adquisiciones PET realizadas en el
CUDIM con [*'C]PIB de raton WT (12m) y ratén 3xTG (9m). Mostrados en sus cortes axial y sagital.

Todos los mapas parameétricos presentados fueron obtenidos mediante el modelo
LRTM. Si se comparan las imagenes parameétricas en escala de BP obtenidas para el
ratén 3xTG de 13 meses mediante los modelos LRTM y SRTM se encuentra un patron
de captacion muy similar en ambos casos (Figura 24). Lo anterior est4 en coherencia

con el alto coeficiente de correlacion entre los DVRs calculados a partir de cada modelo.

SRTM LRTM

Figura 24. Comparacion de imagenes paramétricas obtenidas para el raton 3xTG de 13 meses mediante
los modelos SRTM (izquierda) y LRTM (derecha). Mostrados en sus cortes sagital y coronal.
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4.2. Estudios microPET con [**F]CNEURO-120

Una imagen PET tipica obtenida de un ratén macho transgénico de 8 meses con
[*®F]CNEURO-120, corregida por movimiento y con la aplicacién de un filtro gaussiano
de 0.8 mm se presenta en la Figura 25.

1 min 1.5min 2 min 2.5min

3 min 4 min 6 min

7min Tomn [ 1Imn | 16min

o5 |

26 min 31 min 41 min
\

%

81 min

Concentracion de actividad {mCifcc
Figura 25. Adquisicién PET de 90 minutos con [*®F]CNEURO-120 de ratén 3xTG de 8 meses.

La imagen revela un pico de concentracién de actividad en el cerebro antes de los 5
minutos p.i. y un rapido aclaramiento. Ademas, es inmediatamente destacable la alta
concentracion de actividad que se observa en hueso, mejor diferenciada a partir del
minuto 16 p.i. En el trabajo de Rivera-Marrero et al. [10] reportaron alta captacion en
hueso atribuible a una defluoracion in vivo del radiofarmaco. Mas adelante se
demostrara que no necesariamente es el flaor libre el responsable de dicha captacion.

Un corte coronal de la imagen dinamica recortada y normalizada al atlas anatomico
de referencia (M. Mirrione) confirma la entrada del radiofarmaco al cerebro, su posterior

aclaramiento y finalmente la captacién en hueso (Figura 26).
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Figura 26. Aduisici()n PET con [*®F]CNEURO-120 de raton 3xTG de 8 meses (corte coronal).
Andlogo a lo que ocurria con el [*!C]JPIB, en ratones mas viejos la cinética del
[*®F]CNEURO-120 parece variar. En la Figura 27 se muestran las imagenes promedio
de los ultimos frames para los distintos estudios dinamicos realizados a los animales.
Como se anticipaba, la concentracion de actividad es predominante en hueso en todos
los ratones, excepto en el raton 3XTG de 15 meses. Aunque no hay actividad
considerable en el cerebro del animal, la concentracién en hueso se reduce y el aclarado

en el interior del cerebro no es tan evidente como en los animales mas jovenes.
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Figura 27. Promedio de frames de las adquisiciones dinamicas microPET con [*®F]CNEURO-120 a un ratén
WT vy distintos ratones 3xTG de 8 a 15 meses de edad. H = hembra, mostrados en sus cortes sagital y
coronal.

Un corte coronal del estudio dindmico PET realizado al ratén 3xTG de 15 meses

permite observar el cambio en la cinética de absorcion que tiene el farmaco (Figura 28).
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Similar a los resultados obtenidos con el [**C]PIB en ratones envejecidos, desaparece
también con el [*®F]CNEURO-120 el pico de actividad maxima que se observaba en los
animales mas jovenes durante los primeros minutos p.i. y hay una acumulacién
progresiva de concentracién de actividad en cerebro y bulbo olfatorio. Sin embargo,
pese alos cambios en la cinética, no se observa captacion diferenciada del radiofarmaco

en ninguna regién del cerebro del raton transgénico envejecido.

0.0015
Figura 28. Adquisicion PET con [*®F]CNEURO-120 de ratona 3xTG de 15 meses. Corte coronal.

Las TACs correspondientes las VOIs consideradas muestran el pico de
concentracion de actividad maxima esperado para el animal control y para los 3xTG mas
jovenes (Figura 29). La tendencia de las curvas es similar en lo que respecta a la
presencia del maximo de actividad y su posterior eliminacién. Sin embargo, el maximo
del pico de actividad varia considerablemente entre los distintos animales. Para el ratén
de 15 meses el comportamiento de la TAC cambia sustancialmente. Desaparece el pico
y se aprecia una aparente acumulacion de actividad en todas las VOIs del cerebro hasta
alcanzar cierto “equilibrio” que se refleja en la meseta de los tiempos tardios de la curva.
El cambio en las tendencias de las TACs para los ratones mas envejecidos ya se habia
notado anteriormente en los estudios con [*!C]PIB de ratones de 14 meses en adelante.
En el trabajo de Rivera-Marrero et al. [10] reportaron diferencias entre la cinética de
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absorcion de los ratones transgénicos estudiados y la de los controles. En sus
resultados evidenciaron una cinética de absorcion méas lenta en animales
APPswe/PSEN1dE9 de 12 meses, con un pico entre los 23-25 p.i. y un aclaramiento
menos pronunciado en comparacion con los controles. Sin embargo, su trabajo no
evalué diferencias en la cinética debidas a la edad de los animales y sugieren que el
cambio que tienen las TACs respecto de los controles puede estar relacionado con la
union especifica del marcador a las placas del cerebro. Nuestros resultados demuestran
gue el cambio en la cinética de absorcién no es debido a captacion especifica del
farmaco en el cerebro de animales con placas BA sino a algun proceso asociado con el
envejecimiento de los ratones. Todas las curvas fueron obtenidas normalizando la
concentracion de actividad por la actividad inyectada.
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Figura 29. TACs de las VOIs para ratén control y ratones 3xTg de 8, 12, 13 y 15 meses obtenidas de
estudios PET con [*®F]CNEURO-120.

Las TACs de los diferentes animales muestran un pico de actividad maxima en el
cerebro antes de los 5 minutos p.i. (excepto para el ratbn de 15 meses). La diferencia
entre los valores de la corteza e hipotalamo con respecto a las demas VOIs puede ser
debido a un efecto de desbordamiento (spillover) provocado por la intensa sefial exterior
proveniente del hueso. El efecto de desbordamiento esta relacionado con el efecto
parcial de volumen y se ha demostrado que puede llegar a producir sobreestimaciones
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en valores obtenidos para las VOIs [36]. Al comparar las TACs de cada VOI para los
diferentes animales, las mayores diferencias se encuentran en corteza e hipotalamo, sin
embargo, dado que estas regiones tienen porciones colindantes con la parte mas
exterior del cerebro, es probable que sus valores estén sesgados por los altos niveles
de concentracion de actividad en hueso. Por lo anterior, también parece que son estas
VOIs las que presentan las mayores diferencias entre las TACs para los distintos

animales (Figura 30).
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Figura 30. TACs para corteza, hipotalamo, mesencéfalo y tdlamo de un raton WT y ratones 3xTG de
diferentes edades.
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Las curvas de actividad-tiempo revelan diferencias en las concentraciones de
actividad de las VOlIs principalmente durante los primeros frames, siendo el mesencéfalo
y el tadlamo los que alcanzan los valores mas altos. Lo anterior no implica que haya
captacién especifica en dichas regiones. Debido a que la diferencia ocurre durante los
primeros minutos p.i., lo mas probable es que el farmaco entre al cerebro y se distribuya
de forma preferente en algunas regiones para después ser eliminado sin captarse
especificamente. Ademas, como se advirtid antes, la sefial exterior proveniente del
hueso es tan intensa que incluso podria influir sobre los valores de las VOIs al interior

del cerebro.
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Con el propdsito de filtrar al maximo posible la intensa sefial externa al cerebro, el
andlisis cinético se realiz6 considerando la primera parte de cada estudio dinamico en
el ratobn WT y en ratones los transgénicos de 8, 12 y 13 meses de edad. Los datos fueron
procesados para obtener el DVR de cada VOI usando el método de Logan con una
porcién de cerebelo de 0.8 mm de radio como tejido de referencia. Las constantes K,'
se obtuvieron para cada estudio del promedio de los valores para cada VOI, tal y como
se realizé en el andlisis con el [*1C]PIB. El t* fue determinado a partir del criterio de error
maximo fijando un limite maximo de error del 10%. Los valores detallados utilizados

para el andlisis en cada estudio se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Valores de k,, k,' y t*utilizados en el LRTM para obtener los DVRs de estudios con [*®F]CNEURO-
120.

Animal | Edad Sexo | Masa |k, (1/min) k,' (1/min) t* (min)
(meses) (9)

WT 8 M 35.20 0.09 0.10681 £ 0.02513 2.5
TG1 8 M 34.97 0.10 0.11303 £0.01891 2.5
TG2 8 M 34.40 0.09 0.10720 £ 0.01558 4.0
TG5 12 H 31.36 0.06 0.07090 £ 0.01024 2.5
TG9 13 M 31.00 0.22 0.28742 £ 0.05543 0.5
TG13 15 M 26.00 0.22 0.25179 £ 0.01206 15

Ademads de los 6 estudios realizados en la UNAM, también se incluyeron en el analisis
13 estudios realizados en el CUDIM con animales 3xTG de hasta 12 meses de edad y

animales WT de hasta 22 meses. Los detalles se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de la poblacion para estudios con [*®F]CNEURO-120 realizados en el CUDIM.

Animal Edad Sexo n
(meses)

WT 9 M 1
WT 11 M 1
WT 21 M 1
WT 22 M 3
3XTG 9 M 5
3XTG 11 M 2

Los resultados descartan la captacion especifica y diferenciada en regiones
cerebrales de ratones transgénicos de hasta 15 meses de edad. Los DVRs en la corteza

no mostraron incremento significativo. Los valores calculados fueron de 1.02 + 0.07 para
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controles (n=7), 1.06 + 0.07 a los 8 meses (n=2), 1.00 + 0.06 a los 9 meses (n=6), 1.06
+ 0.08 alos 11 meses (n=2), 1.13 a los 12 meses (n=1), 1.01 a los 13 meses (n=1) y
1.04 a los 12 meses (n=1). En el mesencéfalo tampoco hubo aumento significativo, los
DVRs incrementaron de 1.02 £ 0.08 en los controles (n=7) a 1.07 £ 0.07 en el grupo de
animales 3xTG mayores (n=3, se incluyen los ratones de 12, 13 y 15 meses en este
grupo). Para el caso del tAlamo, el DVR pas6 de 0.95 + 0.05 en el grupo WT a 1.00 +
0.05 en el grupo transgénico mas envejecido (Figura 31). Los incrementos observados

no son estadisticamente significativos en ninguna VOI.
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Figura 31. DVRs obtenidos mediante el LRTM para las diferentes VOIs de ratones WT y ratones 3XTG de
diferentes edades con [*®F]CNEURO-120. Los simbolos en azul son de estudios realizados en el CUDIM.
WT = wild-type.

Los resultados obtenidos de los DVRs mediante el LRTM y por el SRTM pueden ser
comparados para evaluar la correlacion entre ambos valores (Tabla 8). El coeficiente de
correlacion entre los datos (r = 0.880) demuestra una fuerte correlaciéon positiva entre
los resultados y valida nuevamente la objetividad de los parAmetros cuantitativos en la
evaluacion del proceso fisioldgico. Unicamente se consideran los resultados del analisis

realizado a los estudios adquiridos en la UNAM.
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Tabla 8. BPs obtenidos mediante SRTM y DVRs obtenidos con SRTM y LRTM para cada animal en cada
VOI.

WT 3xTG(1) de 8 meses 3xTG(2) de 8 meses
BP SRTM DVR SRTM DVR LRTM BP SRTM | DVR SRTM | DVR LRTM [ BP (SRTM) | DVR SRTM | DVR LRTM
Corteza 0.18068 1.181 1.137561 0 1.000 1.011165 0 1.000 1.108323
Talamo 0 1.000 0.874721 0 1.000 0.951724 0.014626 1.015 0.938995
Hipotdlamo 0.372237 1.372 1.401291 0.086762 1.087 1.142798 0.087456 1.087 1.259241
Estriado 0.045423 1.045 1.057021 0.017935 1.018 0.989173 0 1.000 0.961554
Hipocampo 0 1.000 0.944812 0 1.000 0.977191 0 1.000 0.968229
Mesencéfalo| 0.000 1.000 0.936162 0.032878 1.033 1.012584 0.090145 1.090 1.021404
Coeficiente de correlacién | 0.977 Coeficiente de correlacién | 0.937 Coeficiente de correlacién| 0.571
3XxTG de 12 meses(H) 3xTG de 13 meses 3xTG de 15 meses
BP SRTM | DVRSRTM | DVRLRTM | BPSRTM | DVRSRTM | DVR LRTM | BP (SRTM) | DVR SRTM | DVR LRTM
Corteza 0 1.000 1.133618 0 1.000 1.011469 0.047841 1.048 1.039694
Talamo 0 1.000 0.946519 0 1.000 1.034930 0 1.000 1.005806
Hipotdlamo 0.149902 1.150 1.262301 0.163648 1.164 1.319151 0.162277 1.162 1.120292
Estriado 0 1.000 0.971640 0 1.000 1.048967 0.016918 1.017 1.013177
Hipocampo 0 1.000 0.979165 0 1.000 0.969984 0 1.000 0.997119
Mesencéfalo| 0 1.000 1.012971 0.059862 1.060 1.146226 0.04231 1.042 1.055912
Coeficiente de correlacién 0.843 Coeficiente de correlacién | 0.976 Coeficiente de correlaciénl 0.976
| Coeficiente de correlacién promedio | 0.880|

Los mapas de potencial de union correspondientes a los distintos animales son los
gue se muestran en la Figura 32. Las imagenes paramétricas se obtuvieron mediante el
LRTM utilizando la misma regién de referencia (porcién de cerebelo) y el mesencéfalo
como volumen de interés. Los resultados comprueban que no hay captacidén especifica
en regiones cerebrales de animales transgénicos. Pese a aplicar una mascara del
cerebro durante el analisis cinético para filtrar sefial exterior al cerebro, todavia en las
imagenes se alcanzan a notar regiones con captacion especifica externas y que

corresponden a hueso y/o bulbo olfatorio de los animales.

3xTG(1)-8m |  3xTG(2)-8m 3xTG(H) - 12m
P P P

Figura 32. Imagenes paramétricas en escala de BP correspondientes a las adquisiciones PET realizadas
en la UNAM con [*F]CNEURO-120 de ratén WT y ratones 3xTG de distintas edades, mostradas en sus
cortes axial y sagital.
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Aunque la imagen promedio de los ultimos frames para el raton 3xTG de 15 meses
cambié en comparacion con las de los demés animales, la imagen paramétrica (Figura
33) descartd captacion especifica en el cerebro del animal. Los mapas paramétricos en
escala de BP indican que el radiofarmaco no es captado de forma especifica en zonas

cerebrales de ratones 3xTG de hasta 15 meses de edad, en lugar de ello, hay

considerable captacién en hueso y en bulbo olfatorio.

Figura 33. Imagen paramétrica en escala de BP correspondiente a la adquisicibn microPET con
[*8F]CNEURO-120 de raton 3xTG de 15 meses. Mostrada en sus cortes axial, sagital y coronal.

Si se comparan los estudios realizados con [*'C]PIB y [*¥F]CNEURO-120 a los
mismos ratones, se evidencia la diferencia en la captacion que tienen cada uno de los
radiofarmacos (Figura 34). El [*!C]PIB es captado en el cerebro de ratones en todos los
casos, aumentando su concentracion con la edad de los animales. Por su parte, el
[*®FJCNEURO-120 solo es captado en hueso y bulbo olfatorio.

3XTG de 8 meses 3XTG de 12 meses 3XTG de 13 meses
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Figura 34. Comparacion de imagenes paramétricas y DVRs de ratones 3xTG estudiados con [Y'C]PIB y
[*®FJCNEURO-120. Las imagenes se muestran en sus cortes axial y sagital.
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Los DVRs obtenidos para los animales transgénicos de 8, 12 y 13 meses de edad
también revelan diferencias en la captacion de los dos radiofarmacos considerados. En
los ratones mas envejecidos todos los valores son superiores en los estudios realizados
con [*C]PIB en comparacion con el [**FJCNEURO-120. Ademas, se verifica que hay un
aumento progresivo con la edad en los DVRs de ratones estudiados con el estdndar de
oro. Para los estudios con el radiofarmaco radiomarcado con *¥F no se evidencian

incrementos considerables en los DVRs de ninguna VOI.

Este es el primer trabajo en el que se encuentran diferencias entre ratones 3xTG y
WT con el radiofarmaco considerado el estandar de oro para detecciéon de placa BA.
Trabajos previos han reportado que la imagen PET es una medida menos sensible para
determinar carga amiloide en modelos de roedores [37]. De hecho, no se habian
reportado diferencias significativas entre la captacion cerebral del [*!C]PIB en ratones
transgénicos 3xTG de 4, 8, 12 y 16 meses de edad con ratones macho WT [37], [38].
Las diferencias encontradas en este trabajo entre los modelos de ratones, basadas en
el andlisis cinético, demuestran que los parametros cuantitativos son medidas
poderosas y objetivas para determinacion de placa BA, incluso si la técnica tiene menor

sensibilidad.

4.3. Estudios PET de ratas con [*'C]PIB y [**F]CNEURO-120

Los valores cuantitativos obtenidos del andlisis cinético sugieren que el
[*®FJCNEURO-120 no es un radiofarmaco especifico para el marcaje de placa BA en el
cerebro de ratones 3xTG de hasta 15 meses de edad. Con el propdsito de confirmar si
el radiofarmaco es o no es un buen candidato para determinacién de carga amiloide, se
realizaron estudios microPET a modelos de ratas con EA creados mediante la inyeccién
estereotactica de agregados sintéticos de BA. La inyeccién de estos agregados induce
la formacion de placas amiloide en el cerebro [39]. Las ratas utilizadas para las
adquisiciones tenian lesion bilateral en el hipotdlamo o en los ventriculos y fueron

suministradas por el Laboratorio Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas
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de la Facultad de Medicina de la UNAM. Algunas fueron inyectadas con una parte de la
secuencia de aminoéacidos del péptido (25-35) y otras con la secuencia completa (1-42).
Para la comparacion, se consideré como control una rata sin lesion de la misma edad

que la rata con lesion.

La Figura 35A muestra la adquisicion dinamica PET de 60 minutos con [*!C]PIB
(Actividad inyectada = 0.438 mCi) realizada a una rata (m = 282 g) con modelo de EA
lesionada en hipotalamo. La imagen se normaliz6 al atlas de rata W. Schiffer mediante
una transformacion rigida y un muestreo de 1 mm. En la figura se observa que el
radiofarmaco cruza la barrera hematoencefélica y después del aclarado es captado en

regiones cerebrales correspondientes al hipotalamo y tdlamo (Figura 35B).

11.1 min

14.1 min 17.1 min 20.1 min

Concentracion de actividad (mCi/cc)

A B
Figura 35. A. Adquisicién dindmica PET de 60 min con [*!C]PIB de modelo de rata con EA lesionada en
hipotalamo en el plano sagital y B. Promedio de los ultimos frames mostrado en un corte axial. La imagen
fue normalizada al atlas de rata W. Schiffer.

El mismo animal fue sometido a un estudio dinamico de 70 minutos con
[*®F]CNEURO-120 (Actividad inyectada = 0.4 mCi). La Figura 36 muestra las imagenes
correspondientes a los primeros 18 minutos de la adquisicion, posterior a este tiempo la
mayor parte de la actividad se concentra en hueso. La imagen est4 normalizada al atlas

de rata W.Schiffer. El radiofarmaco cruza la barrera hematoencefalica y después es
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eliminado rédpidamente del cerebro. No se observa captacion en ninguna region cerebral

después del aclarado.

3.5 min 4.5 min
6.5 min 7.5 min

11.5 min 11.5 min

17.5 min 13.5 min 15.5 min 17.5 min

h

concentracion de actividad [mcifcc) 0.002 Concentracion deactividad{mCi/cc)
A B
Figura 36. Adquisicion dinamica PET de 70 min con [*®F]CNEURO-120 de modelo de rata con EA

lesionada en hipotalamo en los planos: A. Sagital y B. Coronal.

El andlisis cinético se realiz6 con el modelo LRTM utilizando el hipotdlamo como
region de interés y el cerebelo como region de referencia. El andlisis de los estudios
realizados con el [**FJCNEURO-120 se realizé considerando solo la primera parte de las
adquisiciones (hasta el minuto 27). Lo anterior, con el propdsito de reducir al maximo
posible el efecto de desbordamiento. Para los estudios con el [*'C]PIB, el anélisis se
realizé considerando la adquisicion dinAmica completa. Los valores de DVR obtenidos
para las imagenes con [*C]PIB demuestran diferencias relevantes entre el animal con
modelo de la EA y el animal control. Los DVRs mas altos estan en talamo (izqg: 1.8068,
der: 1.7972) e hipotadlamo (izq: 1.7038, der: 1.7027). Estos valores son,

aproximadamente, 2 veces mas grandes que los obtenidos para la rata con lesion
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estudiada con el [*®F]CNEURO-120. Por su parte, los resultados de andlisis para los
estudios con [**F]CNEURO-120 no muestran diferencias relevantes entre el animal con
modelo de EA y el control. Los valores son incluso ligeramente superiores en el control
gue en larata con EA. Los DVRs detallados de cada VOI para cada estudio se presentan

en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de DVR obtenidos mediante el LRTM para estudio dindmico con [*®F]CNEURO-120
(t*=6.5 min) y con [*1C]PIB (t*=8.1 min) a rata lesionada con modelo de EA.

[*®F]CNEURO-120 [*'C]PIB
Vol Control Rata con EA | Rata con EA
Estriado izquierdo 1.216122 0.921902 1.480002
Estriado derecho 1.200028 0.934445 1.468041
Hipotalamo izq. 1.126144 0.909028 1.703779
Hipotalamo der. 1.132972 0.912728 1.702710
Mesencéfalo izq. 1.161672 1.009744 1.676725
Mesencéfalo der. 1.160055 0.999207 1.647796
Talamo izquierdo 1.170687 0.970208 1.806805
Talamo derecho 1.123784 0.969189 1.797212
Corteza Izquierda 1.28243 1.074467 1.141772
Corteza derecha 1.258936 1.005661 1.120846
Hipocampo izqg. 1.193648 0.970843 1.555624
Hipocampo der. 1.162009 0.977127 1.521345

Los mapas en escala de potencial de unién obtenidos de los estudios con [*'C]PIB
revelan captacion especifica dentro del cerebro de la rata lesionada (Figura 37, fila
superior), particularmente en zonas del hipotalamo y talamo lo que resulta congruente
con la lesion estereotactica realizada a los animales. Las imagenes paramétricas
obtenidas de los estudios con el [**FJCNEURO-120 descartan la captacion especifica
del farmaco en regiones cerebrales con presencia de placas BA (Figura 37, fila inferior).
En lugar de ello, se observa sefal proveniente de partes exteriores al cerebro,

consecuencia de la alta concentracion de actividad que hay en hueso.
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Rata con modelo de EA con [MCIPIB
P

N

BP
Rata con modelo de EA con ['8FJCNEURO-120

Figura 37. Imagenes paramétricas en escala de BP para estudios dindmicos PET realizados con [*'C]PIB
a rata con modelo de EA (fila superior), con [*®F]CNEURO-120 a rata control (fila intermedia) y con
[*®F]CNEURO-120 a rata con modelo de EA (fila inferior). Las imagenes se muestran en sus diferentes
cortes (axial, sagital y coronal).

La Figura 38 muestra las imagenes estdticas obtenidas con cada uno de los
radiofarmacos a modelo de rata lesionada en los ventriculos. La imagen con el [*1C]PIB
se adquirié durante 15 minutos y se dio un tiempo de biodistribucion de 40 minutos. El
resultado con el estandar de oro revela captacion bilateral en el cerebro del animal, lo
gue no ocurre con el [**FJCNEURO-120. Con apenas 28 minutos de biodistribucién ya
no se observa actividad en ninguna regién interna del cerebro. La mayor parte de la

actividad se concentra en craneo y bulbo olfatorio. La imagen con el [*®F]CNEURO-120
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fue obtenida con un tiempo de adquisicion de 10 minutos. Ambas imagenes estan
normalizadas por la actividad inyectada y fueron suavizadas mediante un filtro

gaussiano de 0.2 mm.

Estudio con [11C]PIB

ﬁ"

™

Concentracién de tividad normalizada {mCi/cc) 9.0E-5

Estudio con [1®F]CNEURO-120 . g

Figura 38. Imagenes estaticas microPET de modelo de rata con EA lesionada en ventriculos obtenidas con
[*1C]PIB (fila superior) y [*®F]CNEURO-120 (fila inferior).

4.4. Estudio de estabilidad in vivo con [**F]CNEURO-120

En todos los estudios realizados con [**F]CNEURO-120 se evidencio alta captacion
en hueso, mejor diferenciada a partir del minuto 16 p.i. Para verificar o descartar que la
captacién en hueso esté asociada con flior libre que se desprende in vivo del
radiofarmaco (como sugirieron en su trabajo Rivera-Marrero et al. [10]), se realiz6 un
estudio de estabilidad in vivo mediante cromatografia en capafina (TLC). Para el analisis
se extrajeron muestras de sangre de 1pL a diferentes tiempos p.i. del radiofarmaco de
una rata control. Las muestras se centrifugaron para obtener el plasma sanguineo de

cada unay fueron analizadas por TLC. Los detalles se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Tiempos p.i. de las muestras de sangre extraidas de rata con su respectiva actividad en plasma.

A, = 1.135 mCi
Actividad en plasma
Tiempo p.i. (Min) (uCi) (después de
centrifugar)
3.1 35
7.2 18
15.5 3
28.35 0.5

Después de 28 minutos p.i. la actividad medida en plasma fue nula, por lo que sélo
se analizaron por TLC las primeras 4 muestras (por duplicado). El resultado del estudio
se presenta en la Figura 39. La muestra etiquetada como “Referen” es el producto
intacto del radiofarmaco utilizado como referencia para comparar con las otras
muestras. Después de la elucion, no se observa separacion de componentes en ninguna
de las muestras, por lo que se confirma que el radiofarmaco se conserva integro por lo

menos hasta los 28 minutos p.i. De haber *¥F libre este se quedaria en el origen.

Muestra Referen 1 2 3 4
Tiempop.i. 3.1 7.2 15.5 28.35
(min)

Figura 39. Andlisis de estabilidad mediante TLC con muestras de [*®FJCNEURO-120 en plasma de rata
control.
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El resultado del TLC descarta que haya defluoracion in vivo del radiofarmaco, o al
menos no en tal medida que la alta captacion que se observa en hueso sea

exclusivamente debida a este proceso.

Un radiofarmaco tipicamente usado para marcar hueso y detectar metastasis y otros
desordenes 6seos es el [*®F]NaF [40]. Con el propésito de comparar el [**F]CNEURO-
120 con un radiofarmaco estandar para estudios 6seos se realizaron estudios estaticos
de 10 minutos con ambos farmacos a una rata control. Ambos radiofarmacos tuvieron
un tiempo de biodistribucién de 60 min. Las imagenes obtenidas con cada radiofarmaco

(Figura 40) evidencian un patron similar en lo respecta a la captacion en hueso.

A B
Figura 40. Estudios estaticos microPET de rata control con A) [*®F]CNEURO-120 y B) [*®F]NaF.
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5. Conclusiones

Los valores de los parAmetros cuantitativos, en particular, del cociente de volumen
de distribucion (DVR) calculado mediante el LRTM demuestran que hay captacion del
[*!C]PIB en la corteza cerebral de ratones transgénicos que, ademas, incrementa con la
edad de los animales, lo que resulta consistente con la acumulacion progresiva de placa
amiloide en animales 3xTG. Aunque el aumento en el DVR es progresivo con la edad
en todos los volumenes de interés considerados para el andlisis cinético, los valores en
la corteza cerebral permiten discernir entre animales con modelo de EA de controles a
partir de los 12 meses de edad. Las imagenes paramétricas obtenidas en escala de
potencial de unién (BP) validan los resultados y confirman la captacion especifica del

farmaco en el cerebro de ratones envejecidos.

Los estudios microPET con [*®FJCNEURO-120 no revelan captacién especifica en el
cerebro de ratones transgénicos de hasta 15 meses de edad. En lugar de ello, hay
acumulacion considerable de actividad en el hueso de los animales a partir de los 16
minutos p.i. Dicha captacion es indistinta de sujetos transgénicos o controles. El estudio
de estabilidad in vivo realizado mediante cromatografia en capa fina descarta que la
razén sea soélo atribuible a una defluoracion in vivo del [**F]CNEURO-120. Los
resultados del analisis cinético y las imagenes paramétricas confirman que no hay
captacion del [*®F]CNEURO-120 en el cerebro de ratones 3xTG, ni siquiera en los

animales de mayor edad.

A pesar de las limitaciones que pueden existir relacionadas con el nimero n de los
animales, los resultados son suficientes y concluyentes para los propésitos de este
trabajo. El [*®F]CNEURO-120 no es captado de forma especifica en el cerebro de
ratones 3xTG de hasta 15 meses de edad. La presencia de placas BA en la corteza
cerebral de ratones transgénicos de mayor edad fue detectada mediante el analisis

cinético de los estudios microPET con el [Y'C]PIB. Lo anterior no ocurrié con el
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[*®FJCNEURO-120. Los resultados obtenidos del andlisis cuantitativo demuestran la

efectividad de este método sobre procedimientos tipicamente utilizados.

Las imagenes microPET de ratas con agregados sintéticos de BA en el hipotalamo y
ventriculos convalidan los resultados obtenidos para los ratones transgénicos. Los
valores de DVR calculados para los estudios con [*'C]PIB son mayores en todas las
VOls de rata con BA que en las de rata control. Los DVRs mas altos obtenidos para la
rata con modelo de EA se dan en el talamo e hipotalamo, congruente con la lesién
estereotactica realizada a los animales. En el caso de los estudios con [**F]CNEURO-
120, los DVRs no presentan variaciones considerables entre los dos grupos de ratas.
De hecho, los valores son ligeramente superiores en el animal control que en la rata con
modelo de EA. Las imagenes paramétricas confirman que no hay captacion especifica

del [*®F]CNEURO-120 en el cerebro de ratas con carga amiloide.

A mas de 20 afios de haber sido introducida la Tomografia por Emision de Positrones
en la Facultad de Medicina de la UNAM, es la primera vez que se sintetizan y se realizan
estudios con radiofarmacos especificos para el diagndstico de la EA. Aunque la
poblacién de estudio en este proyecto fue reducida, los resultados obtenidos sugieren
que el [**F]CNEURO-120 no es radiofarmaco especifico para la determinacion de placa
BA'y, en consecuencia, no es (til para diagnéstico de la EA en roedores con los modelos
experimentales de la EA aqui considerados. Sin embargo, mas estudios son necesarios

para tener mayor evidencia sobre la posible utilidad de este radiofarmaco.

Los resultados obtenidos con los modelos animales utilizados permitieron detener el
eventual transito del [**FJCNEURO-120 a evaluaciones en humanos, al menos hasta

gue mas estudios sean realizados.

Este trabajo demuestra el potencial de los métodos basados en el analisis cuantitativo
de los datos y su superioridad sobre los métodos convencionales utilizados para el
andlisis de las imagenes PET. Ademas, puede considerarse una prueba piloto que

servird como referencia a futuros estudios. Esta es la primera investigacion que se
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realiza con radiofarmacos producidos en la UNAM destinados a la deteccion de placas
BA y basado en el analisis cuantitativo de imagenes dindmicas PET. Investigaciones
posteriores deberian considerar una n mas grande y animales transgénicos de mayor
edad. Se ha reportado que la captacion de los radiofarmacos disefiados para el marcaje
de placa BA es dependiente del modelo de ratén transgénico, por lo que también seria
atil evaluar la cinética de los radiofarmacos en diferentes modelos y comparar con los

resultados obtenidos en este trabajo.
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