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Resumen

Objetivos: Estandarizar un protocolo de adquisicion para el estudio del metabolismo glucoliti-
co, oxidativo y de perfusion miocardicos en un modelo de rata.

Métodos: Se realizaron estudios con los tres principales radiotrazadores usados para evaluar la
funcion cardiaca: '®F-FDG para evaluar el metabolismo glucolitico en tres protocolos distintos;
1-"'C-acetato para el metabolismo oxidativo y *NH, para la perfusion cardiaca. (**F-FDG)- cin-
co ratas Wistar macho en tres diferentes protocolos: con acceso a libre demanda de comida y
agua; con ayuno de ocho horas y con ayuno de ocho horas mas carga oral de glucosa al 50%. Se
adquirieron imagenes del area toracica durante 30 minutos mediante microPET; 30 y 60 minu-
tos post-administracion de 370 - 555 MBq de "®F-FDG via IP. (1-""C-acetato)- Se estudiaron ocho
ratas. Cuatro estudios estaticos de 30 minutos y cuatro adquisiciones dinamicas de 30 minutos
tras administracion de 370 - 555 MBq de1-"'C-acetato por vena caudal.("*NH,)- 10 estudios esta-
ticos de 15 minutos después de una dosis IV de 370 - 555 MBq de *NH,, bajo anestesia inhalada
con isofluorano a 1.5% a 2%. Se realizo analisis comparativo y cualitativo de todas las imagenes
obtenidas por dos médicos especialistas en el area y un analisis semi-cuantitativo mediante
reconstrucciones 3D y seleccion de ROIs con el programa AMIDE en el caso de ®F-FDG.
Resultados: Se determin6 que las mejores imagenes para fines de evaluacion metabdlica del
miocardio fueron las correspondientes a los 60 minutos post-administracion de la '®F-FDG del proto-
colo sin ayuno. Se visualizd sin problemas el miocardio de rata de las imagenes estaticas con
1-""C-acetato, y mediante adquisicion dinamica, se pudo apreciar la perfusion miocardica. Las
imagenes con *NH, permitieron observar una distribucién homogénea del radiotrazador en los
diferentes segmentos del ventriculo izquierdo en el eje corto, eje largo vertical y eje largo
horizontal.

Conclusiones: Se logro la estandarizacion de protocolos de adquisicion de imagenes de los tres
principales radiotrazadores utilizados para el estudio del metabolismo y perfusion cardiacos, en un
modelo animal. Es factible establecer un protocolo valido para la valoracion de perfusion, metabo-
lismo glucolitico y oxidativo miocardicos, con el fin de utilizarlo como punto de referencia para la
evaluacion de terapias génica, farmacologica o quirlrgica a nivel experimental.
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Cardiac metabolism and perfusion evaluation in a rat model using ®F-FDG,1- "'C-acetate,
3NH, and micro-positron emission tomography (microPET)

Abstract

Objective: To standardize an acquisition protocol for the study of myocardial glucolitic and
oxidative metabolism and perfusion in a rat model.

Methods: Studies were carried out with the three main radiopharmaceuticals used to assess
heart function:["®F]-FDG for glucolitic metabolism; [1-''C]-acetate for oxidative metabolism
and ["*N]-NH,for myocardial perfusion.['®F]-FDG -Five Wistar adult male rats were studied in
three different protocols: non-fasting group, fasting group,8 h before the study with water
provided ad libitum, and a fasting group by the same time receiving an oral 50%-glucose so-
lution. Thirty-minute scans were performed with a microPET Focus 120, 30 and 60 min after
the administration of 370-555 MBq 18F-FDG. [1-"'C]-Acetate -Eight rats were studied. Four
static and four dynamic 30 min acquisitions after a 370-555 MBq of [1-''C]-acetate caudal vein
administration.["*N]-NH,-Ten static studies were acquired 15 min post-administration of 370-
555 MBqof"®NH,, under 1.5-2% isofluorane anesthesia. Comparative and visual analyses were
performed by two experts in the field. A semi-quantitative analysis was performed using 3D
reconstructions and ROl selections with AMIDE software.

Results: The best images were those obtained from the non-fasting group, especially those
taken at 60 min after the ['®F]-FDG administration. High quality myocardial, static images
were obtained with [1-"'C]-acetate, and the dynamic acquisitions allowed the identification of
myocardial perfusion. The "*NH,images showed a homogeneous distribution of the radiotracer
in different segments of the short, long and horizontal axes in the left ventricle.
Conclusions: It is possible to standardize the microPET acquisition protocols for the three main
radiopharmaceuticals to evaluate the heart function in a rat model. It is feasible to establish
a valid protocol for measuring glucolitic and oxidative myocardial metabolism and perfusion

for gene, drug or surgical therapy assessment.

Introduccioén

Recientemente los descubrimientos cientificos en mate-
ria bioldgica se han encaminado hacia la transicion de
modelos in vitro a modelos in vivo. Hoy, los esfuerzos se
dirigen a desarrollar tecnologias de imagen no invasivas y
con alta resolucion especificas para animales pequefios.
El objetivo principal de la imagen molecular en roedo-
res es obtener una sefal lo mas fuerte posible, factible
de ser localizada de la manera mas exacta mediante el
marcaje de blancos especificos y con la menor cantidad
de radiotrazador posible. Asi mismo, desarrollar un dis-
positivo capaz de producir imagenes tridimensionales de
informacion anatomica y funcional fusionada con una alta
resoluciéon temporal.

Una ventaja sobre la experimentacion in vitro y en
cultivos celulares se puede lograr mediante la realizacion
de estudios repetidos en el mismo animal, usando ensayos de
imagenes bioldgicas en distintos tiempos. Esto revela un
cuadro dinamico y mas significativo de los cambios pro-
gresivos en parametros biologicos bajo estudio, asi mis-
mo es posible la valoracion temporal de las respuestas
terapéuticas, todo en el mismo animal y sin la necesidad
de sacrificarlo. Con lo que se obtienen resultados de me-
jor calidad usando menos animales de experimentacion.
Al utilizar una menor cantidad de sujetos de investiga-
cion mediante técnicas de imagen molecular se atiende
a cuestiones éticas relacionadas con el uso adecuado de
animales de laboratorio.

La tomografia por emision de positrones (PET) ofre-
ce la capacidad Unica de medir en forma no invasiva el
flujo de substratos miocardicos regionales y el indice de

reacciones bioquimicas en mmol por minuto por gramo de
miocardio. Mientras que este aspecto es verdaderamente
Unico, la PET ofrece otras capacidades adicionales, como
por ejemplo la evaluacion o cuantificacion del flujo san-
guineo miocardico regional.’

En las ultimas décadas la incidencia de enfermedades
cardiovasculares ha aumentado de manera drastica, es-
pecialmente en los paises en vias de desarrollo, donde el
estilo de vida esta presentando una tendencia de compor-
tamiento similar al de los paises de primer mundo, tanto
en habitos dietéticos (mayor prevalencia de obesidad en
gente joven) como el sedentarismo. Estadisticas del INEGI
informaron para fines del 2006 como la principal causa
de muerte en México a la cardiopatia isquémica (Cl) y en
éste rubro el infarto al miocardio (IAM), con un prome-
dio de 40 a 60 mil defunciones al afno, especialmente en
personas mayores de 65 anos, seguida de padecimientos
cronico-degenerativos como la diabetes mellitus y después
los padecimientos oncolodgicos.

En muchas ocasiones la enfermedad se manifiesta de
manera inesperada, ya sea por infarto agudo de miocardio
o bien por muerte sUbita sin antecedentes clinicos rele-
vantes, sin embargo, en otros casos, puede pasar inad-
vertido especialmente en pacientes diabéticos. Con base
en lo anterior, el diagndstico se ha dirigido hacia una de-
teccion precoz con el fin de intervenir la enfermedad en
fases tempranas.

Actualmente se cuenta con una amplia gama de es-
tudios tanto no invasivos como invasivos para el diag-
néstico de la Cl, entre los mas importantes se cuenta
con la Ecocardiografia, la tomografia vascular contras-
tada, la resonancia magnética (RM), la tomografia por
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emision de fotdn Unico (SPECT), la angiografia corona-
riay la PET. La utilidad en el diagnéstico de la isquemia
miocardica por las diferentes técnicas de imagen an-
teriormente mencionadas, ha sido reportada en multi-
ples estudios, compitiendo por certeza diagnéstica en
la determinacion del tejido viable tras un evento de
infarto miocardico.*¢

La reciente puesta en operacion del sistema de Micro-
PET en la unidad PET-CT de la UNAM, primer equipo en su
tipo en América Latina permite la realizacion de estudios
de imagen nuclear en animales de experimentacion, faci-
litando asi la profundizacion en el conocimiento cientifico
a varios niveles.

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

Metabolismo glucolitico cardiaco y su evalua-
cion con "®F-FDG

El mantenimiento homeostatico de los niveles de glu-
cosa sanguinea es fundamental para la vida de los
organismos mamiferos. La glucosa es el sustrato mas
confiable para la produccion energética en el corazon
debido a que su concentracidn plasmatica se mantiene
dentro de un estrecho rango. La importancia del meta-
bolismo de la glucosa via glicolisis ha sido considerada
al evaluar el miocardio isquémico e hipertrofiado,”'°
pero el metabolismo aerdbico de la glucosa para el
mantenimiento de la funcién contractil normal ha re-
cibido menos atencion, principalmente debido al hecho
bien conocido de que los acidos grasos son, en condi-
ciones normales, el principal sustrato para la produccion
energética del corazon.®'" 12

El corazén es un érgano “omnivoro” que funciona me-
jor cuando éste oxida diferentes sustratos simultanea-
mente."

El azlcar simple D-glucosa es la molécula organica
mas abundante en la naturaleza. La glucosa que es utili-
zada por el corazon, proviene ya sea de la circulacion san-
guinea o de los almacenes intracelulares de glucogeno.
El transporte de la glucosa hacia el interior de la célula
miocardica es regulado por transportadores especificos.
La glucosa intracelular es rapidamente fosforilada y se
convierte en sustrato adecuado para la glucélisis, la sinte-
sis de glucogeno o la sintesis de ribosa. Tras incorporarse
a la via glucolitica, la glucosa es transformada en ultima
instancia en piruvato, el cual, es sustrato de vias metabo-
licas posteriores.

La captacion de glucosa, definida como el transporte y
fosforilacion de la misma, es medible mediante el analo-
go "®F-2-deoxi-2-fluoro-D-glucosa ("®F-FDG) y PET. La PET con
8F-FDG se considera el estudio mas sensible para el diag-
nostico de viabilidad miocardica debido a que detecta la
actividad metabdlica de la célula miocardica. La "®F-FDG
se inyecta por via intravenosa y se incorpora a la célula
cardiaca metabolicamente activa (células miocardicas vi-
vas) que preservan integridad de membrana y persistencia
de los procesos bioquimicos. Comparado con las técnicas
tradicionales de Cardiologia Nuclear es aln mas sensible,

debido a que estas Ultimas exploran la perfusion de la
célula miocardica y no su actividad metabdlica. Se ha de-
mostrado que 40% a 50% de los pacientes considerados
con necrosis sin tejido viable residual, por los estudios de
medicina nuclear, poseen viabilidad cuando se les efectla
un estudio de PET con "®F-FDG.™"

Tras su administracion, el transporte de la "F-FDG
se lleva a cabo por proteinas transportadoras de la fa-
milia GLUT, un sistema saturable estéreo-especifico de
transportadores.’>'7 La GLUT-4 es la principal isoforma
que se expresa en la superficie del miocardio adulto, es
dependiente de insulina y se puede encontrar también en
tejido adiposo.”™ Ademas, la célula miocardica expresa
el transportador GLUT-1, que predomina en el miocardio
fetal y presumiblemente es independiente de la accion
de la insulina.’ La fosforilacion de la glucosa por parte de
la hexocinasa, es el primer paso regulatorio dentro del
metabolismo glucolitico. El corazén presenta dos isoenzi-
mas: la hexocinasa | que predomina en el corazon fetal y
de recién nacido, y la hexocinasa Il, regulada por insulina
y predominante en el corazon adulto.'® Ademas de ingre-
sar a la via glucolitica, una fraccion de la glucosa-6-fos-
fato es sustrato para la sintesis de glucdgeno. El glucoge-
no ocupa cerca de 2% del volumen celular del miocardio
adulto y aproximadamente 30% del miocito cardiaco fetal y
del recién nacido.” Contrario a lo que ocurre en higado
y musculo esquelético, el musculo cardiaco aumenta su
contenido de glucogeno con el ayuno.? Esto concuer-
da con el principio de que los acidos grasos, principal
sustrato energético miocardico, inhiben la glucdlisis en
mayor medida que a la captacion de glucosa, redirigien-
do asi a la glucosa hacia la sintesis de glucdgeno. El al-
macenamiento de glucégeno se incrementa también por
influencia de la insulina, debido a la estimulacion simul-
tanea del transporte de glucosa y la sintesis de glucdge-
no.?' Asi mismo, la glucogenogénesis se incrementa cuan-
do el lactato actla como principal sustrato energético
del corazon.???La inhibicion de la oxidacion de glucosa
por los acidos grasos es un fenémeno bien conocido del
metabolismo de los mamiferos. Los mecanismos implica-
dos se definieron en estudios con corazones perfundidos,
que llevaron a la formulacion del “ciclo glucosa-acidos
grasos”." Por otro lado, la glucosa también es capaz de
inhibir la oxidacion de acidos grasos. La transferencia de
los acidos grasos activados hacia el interior de la mito-
condria, donde ocurre la B-oxidacion, es catalizada por la
carnitinapalmitoil transferasa-1(CPT-1 y CPT-2). La tasa
de oxidacion de acidos grasos es controlada por su tasa de
transferencia hacia el interior mitocondrial a través
de la CPT-1."2 Este Gltimo paso es inhibido por la malonil-
CoA,?* formada a partir de acetil-CoA por la acetil-CoA
carboxilasa.?>? Condiciones como un aumento en la con-
centracion de glucosa o lactato, o la adicion de insulina,
que incrementan la produccion de acetil-CoA a partir de
piruvato; estimulan la produccion de malonil-CoA, inhi-
biendo asi la B-oxidacién.

Los productos de la glucélisis ingresan posteriormente
al ciclo de Krebs, donde convergen las vias metabélicas
encaminadas a la oxidacion de las moléculas combustibles
para la produccion de ATP a partir de acetil-CoA e inclu-
yendo el reciclaje de CO, y H,0.
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Metabolismo oxidativo cardiaco y su evalua-
cion con 1-''C-acetato

El corazon depende casi por completo en la oxidacion
aerdbica de sustratos para la generacion del ATP ne-
cesario para el mantenimiento de su funcion contrac-
til. En el corazon normal, la demanda de oxigeno se
encuentra en balance con el aporte del mismo, que
es determinado por el flujo sanguineo miocardico y la
extraccion de oxigeno. Dicha extraccion miocardica de
oxigeno es alta (~70%) en sujetos normales en reposo,
presenta una variacion importante durante el ejercicio
y bajo diferentes patologias como enfermedad arterial
coronaria, entre otras.? Asi mismo, el balance entre la
demanda y el aporte de oxigeno se ve alterado en mu-
chas enfermedades. En consecuencia, para un mejor
entendimiento de la fisiopatologia y la evaluacion de
posibles terapias, es importante medir ademas de la
perfusion, el consumo miocardico de oxigeno (MVO,),
sobre todo a nivel regional.

Con la introduccion de la PET, se han desarrollado va-
rios trazadores destinados a la cuantificacion regional de
perfusion y metabolismo miocardicos. En las dos Ultimas
décadas del siglo pasado, varios estudios determinaron
que el PET con 1-""C-acetato provee una estimacion acer-
tada del MVO, y la perfusion cardiaca.

EL MVO, se puede dividir en dos componentes: el oxi-
geno necesario para la contraccion (trabajo) y el nece-
sario para los demas procesos en las células cardiacas,
como conduccion eléctrica y metabolismo basal. Se
han descrito 9 determinantes del MVO,.? Entre los mas
importantes se encuentran el desarrollo de tension, la
contractilidad y la frecuencia cardiaca. Estos determi-
nantes de MVO, determinan también el requerimiento
de ATP, por lo que se podria asumir que el requeri-
miento de ATP es igual al requerimiento de oxigeno.
El ATP se produce ya sea, a nivel de sustrato o por
fosforilacion oxidativa de ADP. La contribucion de fos-
forilacion a nivel de sustrato a la produccion total de
ATP es baja. La fosforilacion oxidativa es el proceso
de reduccion de equivalentes mediante transferencia de
electrones al oxigeno por una cadena de acarreadores,
produciendo agua en el Gltimo paso. Este es el meca-
nismo principal de uso del oxigeno dentro de la célula,
y el Unico mecanismo presente en el miocardio. Por lo
tanto el MVO, es idéntico al flujo a través de la fosfo-
rilacion oxidativa.?

Los equivalentes de reduccion que participan en la
fosforilacion oxidativa, NADH + H* y FADH, acarrean elec-
trones de procesos en el ciclo de los acidos tricarboxili-
cos, la glucolisis y la B-oxidacion. La relacion entre es-
tos equivalentes de reduccion derivados del ciclo de los
acidos tricarboxilicos y los derivados de la glucdlisis y la
B-oxidacion es relativamente estable. Esta relacion es
aproximadamente de 2:1 a favor del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Consecuentemente, cerca de dos terceras
partes del oxigeno utilizado en la célula corresponde al
utilizado en la reduccion de los equivalentes derivados del
ciclo de los acidos tricarboxilicos. La relacion es depen-
diente de la longitud de la cadena de acidos grasos usa-
dos por la célula. Los mamiferos utilizan principalmente

cadenas de entre 16 y 18 C, resultando en un cambio
maximo en la relacion de 6%.

El acetato, un acido graso libre de dos carbonos, entra
directamente al ciclo de los acidos tricarboxilicos tras su
conversion a acetil-CoA. Debido a esto, el acetato mar-
cado puede ser utilizado para medir el flujo del ciclo, asi
como la produccion de los equivalentes de reduccion, que
a su vez se encuentra acoplado firmemente al consumo de
oxigeno, mismo que se puede estimar midiendo el flujo
del acetato a través del ciclo de Krebs.

El 1-""C-acetato es ampliamente usado como radiotra-
zador del ciclo de los acidos tricarboxilicos, y asi, del me-
tabolismo oxidativo en general a nivel miocardico.* Este
uso aprovecha el hecho de que la mayoria de los sustratos
miocardicos oxidables, incluyendo acidos grasos, glucosa,
lactato, piruvato, cuerpos cetonicos y algunos aminoaci-
dos, son oxidados via conversion a acetil-CoA y oxidacion
a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos.?' La rela-
cion entre el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la tasa de
consumo de oxigeno miocardico es similar para la mayoria
de los sustratos.

Se ha descrito que el acetato comparte un transpor-
tador monocarboxilato con lactato y piruvato a través
de la membrana sarcolémica en corazones perfundidos de
conejo* y miocitos cardiacos de cobayo.?* Una vez trans-
portado al interior de la célula, el C-1 acetato es activa-
do facilmente a C-1 acetil-CoA por la acetil-CoAsinteta-
za, localizada en la matriz mitocondrial® y entonces es
oxidado en el ciclo de Krebs. En el miocardio el acetato
no es metabolizado por ninguna otra via.* A su paso por
el ciclo, el carbono marcado se incorpora en distintas
posiciones de los intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. 3¢

En varios estudios se ha demostrado una estrecha
correlacion entre la tasa de aclaramiento miocardico
de C-1 acetato y el MVO, en corazén perfundido de rata
y miocardio canino bajo diferentes condiciones de flujo y
metabolismo. 363841

El acetato es extraido avidamente por el tejido mio-
cardico, con fracciones de extraccion in vivo en el ran-
go de 65% a tasas de flujo fisiologicamente normales (~1
ml-g'-min') a 47% bajo estado de hiperemia inducida con
dipiramidol (-5 ml-g'-min").*

Contrario al '"®F-FDG, la tasa de aclaramiento del
1-""C-acetato no tiene variacion al modificar la disponibi-
lidad de sustratos.*** Ademas, el aclaramiento de 1-"'C-
acetato ha resultado homogéneo en varios estudios cuyo
objetivo fue buscar diferencias regionales en miocardio
normal.“424:4 Por lo que no se necesita estandarizacion
metabolica.

El rapido aclaramiento del 1-""C-acetato en su primera
fase se correlaciona estrechamente con el consumo mio-
cardico de oxigeno en animales®®* y en el hombre.*#

Debido a que se ha demostrado que la captacion tem-
prana de 1-'""C-acetato es Gtil como indice indirecto de
la tasa de perfusion miocardica regional en pacientes es-
tables con enfermedad arterial coronaria,*->*® un modelo
simplificado para 1-""C-acetato proporcionaria informa-
cion cuantitativa acerca del flujo sanguineo miocardico
regional y el metabolismo oxidativo en un solo estudio
PET con acetato.
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Flujo sanguineo miocardico

Los trazadores como el agua marcada con oxigeno-15
(H,"0) y amoniaco marcado con nitrégeno-13 (**NH,) son
los radiotrazadores mas utilizados por PET para la cuan-
tificacion regional y absoluta del flujo sanguineo. Los
estudios comparativos realizados en flujo sanguineo mio-
cardico utilizando cualquiera de estos trazadores tanto
en reposo como durante vasodilatacion coronaria induci-
da farmacolégicamente son similares. El H,"O tiene una
extraccion miocardica completa que es independiente
de flujo y del estado metabolico del miocardio; por otro
lado, las imagenes obtenidas con *NH, son de mejor cali-
dad.>' Ambos tienen vidas medias muy cortas, lo cual hace
posible la medicion repetitiva de diferentes parametros
durante una misma sesion de PET.

Las imagenes de perfusion miocardica mediante PET
con "*N-amoniaco han mostrado ser un método altamen-
te sensible (94% a 98%) y especifico (95% a 100%) para la
deteccion de enfermedad arterial coronaria, superior a
SPECT tanto en precision diagnostica como en calidad de
imagen.>?

Ademas, la elevada fraccion de extraccion del *N-
amoniaco permite identificar isquemia leve de manera
mas precisa en comparacion con trazadores SPECT como
el Tc-99m, cuya fraccion de extraccion es menor.

La evaluacion de la perfusion miocardica es de gran
relevancia en pacientes con Cl, en los cuales es posible
determinar no solo el grado de isquemia miocardica, sino
también la medicion cuantitativa del flujo sanguineo re-
gional y de la reserva de flujo coronario, pudiendo es-
tablecer el impacto funcional de las lesiones coronarias
y del flujo colateral, con lo cual podemos realizar una
estratificacion prondstica precisa en estos pacientes.>

Asimismo, el estudio de perfusion miocardica median-
te PET con *N-amoniaco permite la evaluacion de distin-
tas aproximaciones terapéuticas orientadas a mejorar la
perfusion miocardica que requieren una medicion no inva-
siva y precisa del flujo sanguineo miocardico.

Métodos

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho, con un peso de 300 a
350 gramos. Los animales fueron proporcionados por el
bioterio central de la Facultad de Medicina, tras la apro-
bacion de La Comision de Investigacion del MicroPet y La
Comision de Etica, ambas de la Facultad de Medicina de
la UNAM. El manejo 6ptimo de los sujetos de experimen-
tacion se llevd a cabo con base en la Norma Oficial Mexi-
cana NOM-062-200-1999 “Especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio”.
Para el protocolo con "®F-FDG se utilizaron cinco ratas,
ocho ratas en el caso de 1-""C-acetato y 10 animales para
el protocolo con "NH,.

8F-FDG (disefio de grupos)

Para el estudio de metabolismo glucolitico los animales
se estudiaron en tres diferentes protocolos, realizados en
distintos tiempos (con al menos un dia de diferencia entre
cada uno), con el fin de establecerlos como sus propios
controles.

El diseno de los protocolos fue el siguiente:

1. Sin ayuno (libre acceso de comida y agua inmedia-
tamente antes del estudio).

2. Con ayuno (se restringio el acceso de comida ocho
horas antes del estudio, solo con acceso de agua a
libre demanda).

3. Con ayuno mas carga oral de glucosa (ayuno de
ocho horas, con administracion de glucosa al 50%
via oral, a dosis de 0.4 mg de glucosa por gramo de
peso corporal, 30 minutos antes de la administra-
cion de la "®F-FDG).

En cada protocolo se adquirieron dos rastreos PET de 30
minutos; el primero a los 30 minutos después de la admi-
nistracion de una dosis intraperitoneal de 370 - 555 MBq
de "®F-FDG y el segundo rastreo a los 60 minutos, esto con
el fin de determinar cual de las dos adquisiciones presenta
una mejor relacion blanco-fondo, para la adecuada defini-
cion del miocardio ventricular.

1-""C-acetato

Los animales fueron divididos en dos grupos de igual nd-
mero de animales. Se adquirieron cuatro estudios estati-
cos y cuatro estudios dinamicos.

En el primer caso se administr6 una dosis de 370 - 555
MBq de 1-"'C-acetato a través de la vena caudal, tras dos
minutos se inicidé una adquisicion de 30 minutos.

Para el caso de la adquisicion dinamica, se administro
igual cantidad de radiotrazador via intravenosa, se ad-
quirié el estudio durante los 30 minutos inmediatos a la
administracion, con la siguiente secuencia: 24 imagenes
X 5's; 15 imagenes X 20 s; siete imagenes X 40 s; cinco
imagenes X 96 s; cuatro imagenes X 150s.

13NH
Se ac13quirieron 10 rastreos estaticos de 15 minutos tras
la administracién intravenosa de 370 - 555 MBq de "NH,

El estudio de metabolismo glucolitico con '®F-FDG se
llevd a cabo con los animales bajo condiciones de anes-
tesia a dosis de 50 mg/Kg de pentobarbital via intraperi-
toneal. En el resto de los estudios se utilizo isofluorano
como anestésico a dosis de induccion de 4% y 1.5% a 2%
de mantenimiento durante la realizacion de los estudios.

Los animales se colocaron en posicion supina con fi-
jacion externa de las cuatro extremidades. La cama fue
centrada a la altura del corazén para obtener imagenes
de térax utilizando un apuntador laser. Se registro cons-
tantemente la frecuencia respiratoria y se monitored el
estado anestésico durante el periodo de adquisicion.

Se utilizd un equipo microPET Focus 120 de tipo Con-
corde Microsystems LLC (SIEMENES Inc, Knoxville, TN) para
la adquisicion de las imagenes. El microPET cuenta con un
anillo detector de 17.2 cm de diametro, con un campo de
vision (FOV, por sus siglas en inglés) transaxial de 112 mm
y 18 mm en el eje axial. El equipo se encuentra confor-
mado por un total de 13 384 cristales detectores de LSO
(Ortosilicato de Lutecio) de 1.5 mm por 1.5 mm por 1.0
mm cada uno. La resolucion intrinseca de los cristales en
promedio es de 1.68 mm, con una resolucion energética
entre el 15% y 25% y un tiempo de resolucion de 2.4 ns (na-
nosegundos) para fotones de 511 keV. Este equipo opera
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Figura 1. Rata sin ayuno. (1) Adquisicion a los 60 min post-administracion de "®F-FDG. Izquierda: Corte Axial. Derecha: Corte Sagital.

en modo 3D. La resolucion espacial del equipo es de 0.5 a
1.3 mm al centro de la cama para imagenes reconstruidas
y su resolucion volumétrica es de 8 mm?, el pico absoluto
de sensibilidad es de 7.1%. La tasa de conteo esta en el
orden de las 800 kcps (kilocuentas por segundo) a una
dosis de 88 MBq de radiotrazador.>% La reconstruccion de
las imagenes se realizo con el algoritmo FBP utilizando un
filtro de Rampa. Se obtuvieron imagenes en cortes axial,
coronal y sagital en todos los estudios.

Analisis

En el caso de los estudios con '®F-FDG, se realizaron dos
tipos analisis: cualitativo y semi-cuantitativo. El analisis
cualitativo se realizé por dos médicos con el fin de evaluar
la calidad de las imagenes, comparando los dos tiempos
de adquisicion (30 o 60 minutos) y determinar asi el mas
conveniente para el analisis de metabolismo miocardico
de la ¥F-FDG.

Para el analisis semi-cuantitativo se realizd el rende-
rizado volumétrico de todos los estudios (reconstruccion
tridimensional de las imagenes) utilizando el programa
AMIDE.% Se determinaron tres ROIs (regiones de interés,
por sus siglas en inglés) igualmente volumétricos (esferas
3D de 1900 voxeles en promedio, lo que se traduce en 904
mm? en promedio por cada ROI)

Las regiones de interés seleccionadas fueron: co-
razoén, pulmon y muasculo esquelético.

Se determino al tejido pulmonar como region de in-
terés importante para la valoracion visual. Ya que es el
organo contiguo al corazon, el contraste entre estos dos
tipos de tejido debe ser elevado para permitir una correc-
ta definicion de la silueta cardiaca.

Se determino al musculo esquelético (biceps derecho)
como region de interés para evaluar la competencia por
el sustrato energético, en este caso '®F-FDG mediante la
variacion del aporte alimenticio de cada grupo.

Se obtuvieron los valores estandarizados de capta-
cion (SUVs por sus siglas en inglés, standardized uptake

value) de los tres ROIs de cada estudio (90 en total), de
los cuales se extrajeron los siguientes valores: mediana,
media, varianza, desviacion estandar, rango, tamafo en
voxeles y en mm. Con los valores medios de radiactivi-
dad se realizé el calculo de distribucion con base en los
distintos grupos. Derivados de dichos SUVs se calcularon
porcentajes de captacion de los diferentes ROIs de cada
sujeto experimental, asi mismo se calcularon contrastes:
Contraste visual, definido como la relacion entre el valor
promedio de la region correspondiente al tejido miocar-
dico y al tejido pulmonar; y contraste metabodlico-visual
correspondiente a la relacion entre el valor estandari-
zado de captacion del musculo cardiaco y el musculo
esquelético.

Se realizo andlisis estadistico con los valores medios
de radiactividad en SUVs utilizando el programa SPSS.

Los estudios con 1-""C-acetato y "NH, se analizaron
cualitativamente por dos médicos para determinar la ca-
lidad de las imagenes.

Resultados

8F-FDG
Analisis cualitativo
Comparacion por tiempos de distribuciéon del ra-

diotrazador

Se obtuvo una mejor definicion del area miocardica en la
imagen de 60 minutos en la mayoria de los casos. Espe-
cialmente para las imagenes de los protocolos uno y tres;
ya que en la imagen de 30 minutos aln se encuentra parte
del radiotrazador por circulacion sistémica, dando como
resultado cierta distribucion de la "®F-FDG en tejidos blan-
dos como son grasa parda, musculos toracicos (paraver-
tebrales e intercostales), mediastino y area pulmonar;
en la imagen de 60 minutos dicha captacion disminuye lo
que permite mayor definicion de las paredes ventriculares
para su adecuada valoracion.
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Figura 2. Rata con ayuno + glucosa oral. (3) Adquisicion a los 60 min post-administracion de "®F-FDG. Izquierda: Corte Axial. Derecha:

Corte Sagital.

Comparacion de las imagenes por tipo de
protocolo

Con el protocolo uno se obtuvieron las imagenes de ma-
yor captacion y definicion de las paredes ventriculares
izquierdas, especialmente con la imagen de 60 minutos.
Se puede definir perfectamente el ventriculo izquierdo,
parte del ventriculo derecho, con escasa captacion del
radiotrazador por tejidos blandos del térax (Figura 1). La
calidad de imagen observada en el protocolo sin ayuno
se obtuvo solo en 60% de las imagenes del protocolo tres
(ayuno con carga de glucosa oral) pues en el resto, el gra-
do de captacion miocardica fue menor, con distribucion

de la "®F-FDG de manera importante a nivel muscular y
grasa parda (Figura 2). En el caso de las imagenes del
protocolo con ayuno, la captacion del radiotrazador tanto
por miocardio como en tejidos blandos del torax es casi
nula, lo que impide definir completamente la silueta car-
diaca en muchos casos (Figura 3).

Analisis semi-cuantitativo

Se obtuvieron 90 ROIs correspondientes a tejidos miocar-
dico, pulmonar y musculo esquelético; de los cinco ani-
males, en cada uno de los tres protocolos y los dos tiem-
pos de adquisicion (Tablas 1, 2y 3).

Figura 3. Rata sin ayuno. (2) Adquisicion a los 60 min post-administracion de '®F-FDG. Izquierda: Corte Axial. Derecha: Corte Sagital.
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Tabla 1. Valores medios de captacion de los 6rganos de interés promediados por grupo en los distintos protocolos.

Protocolo Ayuno (SUV) Ayuno+Glucosa (SUV) Sin Ayuno (SUV)
Tiempo 30 min 60 min 30 min 60 min 30 min 60 min
Corazon 0.00362684 0.00277177 0.00518595 0.0041086 0.00811159 0.00742097
Pulmén 0.00184184 0.00111681 0.00168142 0.00119368 0.0011902 0.00082398

Misculo 0.00351938 0.00282856 0.00438477 0.00356246 0.00168651 0.00202292
Tabla 2. Porcentajes de captacion de los 6rganos de interés en los distintos protocolos.

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

Tiempo 30 min 60 min 30 min 60 min 30 min 60 min
Coraz6n 40.351 41.264 46.088 46.347 73.82 72.273
Pulmén 20.492 16.626 14.943 13.465 10.831 8.0248

Msculo 39.156 42.109 38.968 40.186 15.348 19.701
Tabla 3. Relacion de captacion entre tejidos en los tres protocolos.

Protocolo Ayuno Ayuno+Glucosa Sin Ayuno
Metabolico 1.03 11 0.98 :1 1181 11511 4811 3,67 :1
Corazon/Musculo

Visual i 1.97 11 2.48 1 3.08 1 3.44 1 6.82:1 9.01 1
Corazdn/Pulmon

Para el caso del contraste visual, es decir la relacion
entre la captacion de "®F-FDG en tejido miocardico vs te-
jido pulmonar del protocolo de ayuno se encontro entre 2
y 2.5:1. Para el protocolo de ayuno + glucosa, el contraste
resultd cercano a 3y 3.5:1 a los 30 y 60 minutos respec-
tivamente. El mayor contraste visual se encontré en el
protocolo sin ayuno, 6.8:1 en el periodo de 30 minutos de
biodistribuciony 9:1 a los 60 minutos post administracion.
Estas cifras concuerdan con la calidad de imagenes obte-
nidas para la evaluacion cualitativa, misma que se realizo
sin problemas al definir la silueta cardiaca en todos los
casos del protocolo uno.

A la relacion entre la captacion del radiotrazador
por muisculo cardiaco y la captacion en musculo es-
quelético se le denomind contraste metabdlico-visual.
Dicho contraste es el resultado de la distribuciéon de
glucosa radiomarcada. Es dependiente de los requeri-
mientos energéticos de los tejidos a evaluar, en este
caso musculo cardiaco y esquelético. Tanto en el pro-
tocolo de ayuno como en el de ayuno + glucosa, esta
proporcion de captacion se encontré6 muy cercana a
una relacién 1:1 bajo los dos periodos de biodistribu-
cion evaluados, es decir; la '®F-FDG se concentrd casi
en la misma cantidad en el musculo cardiaco que en
el mlsculo esquelético, lo que dificultd su evaluacion
debido al bajo contraste. En cambio, en el protocolo uno
la relacion de actividad registrada en el miocardio fue
en promedio 4.25 veces mayor que en el misculo es-
quelético, lo que se traduce en un alto contraste me-
tabolico-visual que permitié una adecuada valoracion
del tejido miocardico.

El protocolo sin ayuno present6 en ambos tipos de con-
traste valores muy superiores a los obtenidos con los otros
dos protocolos. Después de 30 minutos de biodistribucion

se alcanzo el mayor contraste metabdlico-visual (4.81:1)
y 1 hora post-inyeccion se presenté el mayor contraste
visual (9.01:1). Por lo que el protocolo sin ayuno resulto el
mas adecuado para la definicion de las paredes ventricu-
lares mediante la evaluacion del metabolismo glucolitico
cardiaco.

Tras el analisis de varianza no se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas entre tejido pulmonar
y muscular; se encontraron diferencias (p < 0.05) entre
corazon y los tejidos de comparacion mediante analisis
de Tukey.

Mediante analisis de varianza no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre los protoco-
los de ayuno y ayuno + glucosa; se encontraron diferen-
cias (p < 0.05) entre el protocolo sin ayuno y los otros dos
al realizar analisis de Tukey.

1-""C-acetato

En las imagenes de los estudios estaticos fue posible
definir sin dificultad la silueta cardiaca, lo que permite
evaluar visualmente el metabolismo oxidativo del tejido
miocardico de la rata (Figura 4).

Mediante la adquisicion dinamica, se puede apreciar
la perfusion miocardica, se distingue con claridad el tra-
yecto del radiotrazador, es posible definir la vena cava,
el paso inicial a través de corazon derecho y evaluar con
detalle el area ventricular izquierda (Figura 5).

3NH

Las i?négenes permitieron observar una distribucion ho-
mogénea del radiotrazador en los diferentes segmentos
del ventriculo izquierdo en el eje corto, eje largo vertical
y eje largo horizontal (Figura 6).
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90-110s

Figura 5. Rata. Imagen dinamica de 1-'"C-acetato.

Discusion

El objetivo principal de la imagen molecular mediante
PET desarrollada en animales de experimentacion como
modelos de enfermedad es obtener informacion anaté-
mica, fisiolégica o bioquimica la cual comparte mucha
similitud a la obtenida en los humanos; facilitando con
esto, la correlacion de los hallazgos obtenidos entre el
area basica y la clinica. Ademas, la capacidad no inva-
siva de esta técnica de imagen permite multiples ad-
quisiciones de un proceso en particular, facilitando asi
el estudio a través del tiempo de la progresion de la
enfermedad o bien, de la respuesta terapéutica en el
mismo animal. Asi pues, la fisiopatologia de la cardiopa-
tia isquémica se ha trasladado al area de la investigacion
basica no solo in vitro, sino también in vivo, donde resul-
ta mas factible la realizacion de investigaciones para la

)

® 2 9

110-140s

intervencion temprana del evento isquémico con resul-
tados favorables.*>°

Como es sabido en condiciones normales, el flujo coro-
nario aporta la suficiente cantidad de sustratos y oxigeno
para los requerimientos de energia necesarios, cumplien-
do asi el adecuado funcionamiento y excrecion celular.
Cuando aumenta la demanda miocardica, el flujo corona-
rio puede llegar a aumentar entre cuatro a seis veces, gra-
cias a la vasodilatacion secundaria a maltiples respuestas
en el organismo: en condiciones no patologicas se puede
mencionar el ejercicio fisico, como ejemplo. El aumento
se presenta de manera uniforme en los diferentes vasos
coronarios y dicha capacidad de respuesta se denomina
reserva funcional o reserva de flujo coronario. %'

En condiciones fisioldgicas, los metabolitos llegan por
la microcirculacion y son extraidos por los miocitos me-
diante diversos mecanismos, incluyendo procesos pasivos
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Coronal

Figura 6. Rata Imagen estatica. 15 min post-administracién de *NH,

o por medio de transporte activo. El miocardio normal uti-
liza un 80% aproximadamente de acidos grasos de cadena
larga como fuente de energia, la glucosa es un sustrato
adicional en estas circunstancias.®? En algunas ocasiones,
el lactato puede llegar a ser fuente de energia. Estos
metabolitos son metabolizados en el Ciclo de Krebs, obte-
niendo asi ATP, H,0 y CO,.%

La cantidad y la calidad del aporte de substratos car-
diacos estan determinadas por el estado dietético y la
actividad fisica del organismo en conjunto. Los acidos
grasos de cadena larga son el principal substrato para el
corazon. Durante el ayuno, los acidos grasos vy los triglicé-
ridos son liberados del tejido adiposo incorporandose a la
circulacion. Los acidos grasos son incorporados al miocito
cardiaco para ser degradados a acetil-CoA. La oxidacion
de acetil-CoA comienza con la formacion de citrato, el
primer intermediario del ciclo de acido citrico. Median-
te un mecanismo de retroalimentacion alostérica, el ci-
trato inhibe la glucdlisis a nivel de la fosfofructinasa.®
La inhibicion del metabolismo glucolitico por parte de la
oxidacion de acidos grasos se caracterizo inicialmente en
corazones perfundidos' y posteriormente in vivo.% Los
acidos grasos inhiben la oxidacion de glucosa mas que a
la glucolisis y a la glucolisis mas que a la captacion de
glucosa.®®*” La glucosa es el principal sustrato metabélico
en el corazon cuando el nivel de acidos grasos es bajo y
las concentraciones de glucosa e insulina altas, tal como
ocurre en el posprandio.' La glucosa disminuye la tasa de
oxidacion de acidos grasos de cadena larga a nivel de la
CPT-1.3" La utilizacion de otros sustratos como lactato y
cuerpos cetoénicos a nivel miocardico, esta en funcion de
su concentracion sanguinea.™

El adecuado acoplamiento entre trabajo cardiaco,
flujo coronario, y oxidacion de substratos constituye una
caracteristica central de la fisiologia cardiaca.

Entendiendo este fendmeno fisioldgico, se pueden ex-
plicar las caracteristicas de las imagenes obtenidas en el
protocolo uno y dos, respectivamente; pues con la admi-
nistracion a libre demanda de alimento, se presentd una
mayor captacion del radiotrazador por el miocardio desde
las imagenes tempranas, permitiendo una mejor defini-
cion de las paredes ventriculares en las imagenes tardias,
asociado con menor captacion de la "®F-FDG por tejidos

Sagital

blandos. En el caso de las imagenes de ayuno, se puede
explicar la dificultad para visualizar la silueta cardiaca,
pues bajo esas condiciones, el mayor aporte metabodlico
a nivel miocardico esta dado por los acidos grasos, por lo
que la "®F-FDG administrada se distribuye preferentemen-
te a organos vitales como es el cerebro, que en condicio-
nes de ayuno, requiere glucosa como principal sustrato
energético.%®

Unicamente en la mitad de las imagenes obtenidas en
el protocolo tres se pudo valorar adecuadamente el co-
razon, dado que la absorcion de la glucosa por via oral
puede variar de un animal a otro, ademas se deben tener
en cuenta otros factores tales como la velocidad de ab-
sorcion por la mucosa gastrica y duodenal, la velocidad
de vaciamiento gastrico y el transito intestinal; lo que
hace de esta técnica un método inespecifico con el cual se
pueda lograr un estado metabdlico ideal para la adecuada
captacion de la "®F-FDG por el miocardio.

La habilidad de combinar estudios de flujo-metabo-
lismo usando un solo radiotrazador repercute de manera
importante en la investigacion de la isquemia miocardica
y la enfermedad arterial coronaria. El 1-'"C-acetato tiene
el potencial para caracterizar in vivo los mecanismos res-
ponsables de varias enfermedades cardiacas.

Después de la validacion de los estudios iniciales con
1-""C-acetato para determinar el MVO, en forma no invasi-
va, se han realizado varios estudios clinicos y experimen-
tales orientados hacia la deteccion de estados de isque-
mia, aturdimiento e hibernacion.?

El 1-""C-acetato es capaz de sustituir al *N-amoniaco
en la cuantificacion de perfusion miocardica mediante
PET en toda la gama de variaciones fisioldgicas de flu-
jo. La posibilidad de cuantificar perfusion y consumo de
oxigeno simultaneamente en un solo estudio con PET per-
mite remplazar los protocolos actuales que utilizan dos
radiotrazadores para la deteccion de miocardio viable.®

Se han realizado estudios con 1-'"C-acetato para la
evaluacion de diferentes patologias cardiacas. Hicks y
colaboradores evaluaron el aclaramiento del acetato en
pacientes con estenosis aortica, encontrandolo significa-
tivamente superior en comparacion a voluntarios sanos.”
Tadamura y colaboradores demostraron reduccion en el
aclaramiento del acetato en pacientes con cardiomiopatia
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hipertrofica no obstructiva al compararlo con sujetos sa-
nos.” Bengel y colaboradores determinaron una disminu-
cion en la eficiencia miocardica en pacientes con cardio-
miopatia dilatada utilizando acetato.

La primera etapa en la utilizacion de microPET para
estudiar modelos de enfermedades cardiacas en roedo-
res, consiste en la validacion de las técnicas y métodos
de analisis utilizados.” Una medicion adecuada de la per-
fusion miocardica es esencial para estudiar la fisiologia y
el metabolismo cardiacos. La determinacion del metabo-
lismo cardiaco requiere de mediciones precisas del flujo
sanguineo miocardico. El microPET ha sido utilizado para
obtener evaluaciones secuenciales de tasas metabdlicas
cardiacas en un mismo animal.>*747>

La medicion no invasiva de la perfusion miocardica es
primordial en la caracterizacion de los cambios de dicha
perfusion, asociados a las distintas enfermedades cardia-
cas, al igual que la evaluacion de las terapias disefadas
para mejorarla. El PET es utilizado ampliamente en inves-
tigacion basica y clinica para cuantificar de forma no in-
vasiva el flujo sanguineo miocardico usando varios traza-
dores, entre ellos: *N-amoniaco, 1-"'C-acetato, #Rb y '°0-
agua en conjunto con modelos cinéticos validados. 30537376
Existe un amplio interés en trasladar estas metodologias
a modelos animales de enfermedades cardiacas, para en-
tender mejor cémo los mecanismos asociados a alteracio-
nes metabolicas en patologias —tales como obesidad, dia-
betes, y miocardiopatias— contribuyen a las disfunciones
cardiacas. Para lograr esta transicion, es necesario validar
con roedores y microPET, dichas metodologias utilizadas
rutinariamente con PET en humanos.

Conclusiones

Este estudio permitio la estandarizacion de protocolos de
adquisicion de imagenes de los tres radiotrazadores prin-
cipales utilizados en la practica clinica para el estudio del
metabolismo y perfusion cardiacos, en un modelo animal,
utilizando un equipo PET especializado para tal efecto.
Actualmente los resultados obtenidos en roedores permi-
ten evaluar alteraciones tanto perfusorias como metabo-
licas a nivel miocardico, jugando un importante papel en
el estudio de mdultiples estados patoldgicos y no patolo-
gicos, como son la edad, obesidad, hipertension arterial,
hipertrofia ventricular, diabetes, e infarto al miocardio,
entre otros.

El disefo de un protocolo adecuado en investigacion
basica para el estudio de estos y otros estados patoldgicos
es de suma importancia dado la trascendencia que puede
tener en el entendimiento y por consiguiente la interven-
cion terapéutica precoz en el area clinica.

El uso del microPET puede ser muy Util para el analisis
molecular del metabolismo del corazon y permite gene-
rar un modelo auxiliar para el estudio de la cardiopatia
isquémica.

El contar con un modelo animal, y métodos de obten-
cion de imagenes moleculares que reflejen fielmente la
fisiologia normal del corazdn, asi como sus alteraciones,
constituye un gran paso dentro de la investigacion basica
en el campo de la cardiologia de nuestro pais, colocando-
lo a la vanguardia de los paises de Latinoamérica.
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