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Introduccion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se informd que México es el
pais con mayor indice de estrés laboral a nivel mundial, incluso por encima de China y
Estados Unidos, lo que representa tres cuartas partes de los trabajadores [1]. El estrés es una
respuesta fisiologica normal del organismo, de manera cronica puede provocar un
desequilibrio de la homeostasis y relacionarse con una gran cantidad de enfermedades que
resultan subdiagnosticadas clinicamente [2-4]. Algunos autores indican que el estrés
psicoldgico puede incrementar la susceptibilidad a estados asmaticos debido a una
desregulacién de la tolerancia inmunitaria [5]. Otros estudios vinculan procesos inflamatorios
con trastornos por déficit de atencion tanto en nifios como en adultos [6]. A su vez, estas
condiciones pueden afectar la calidad de vida social, académica y ocupacional de las personas.
Entre los mecanismos propuestos para explicar estos desordenes se encuentra: el dafio
neuronal e incremento de estrés oxidativo. No obstante, los resultados han sido
controversiales, motivo por el cual se requiere una mayor investigacion en el tema [7, 8]. En
respuesta al estrés se produce un incremento en la secrecion de cortisol, al cual se le atribuyen
efectos antiinflamatorios. Por lo que de manera crénica y dosis dependiente, puede provocar
un incremento de la tension arterial, de los niveles de glucosa sanguinea y provocar estrés
oxidativo o metabolico [9-12]. A su vez, estos factores se relacionan directamente con estados
proinflamatorios crénicos y silenciosos. Por esta razén, se requiere un analisis profundo sobre
los mecanismos que vinculan el estrés con los estados inflamatorios, por lo que en esta tesis se

contribuye a la explicacion de lo anterior.


http://noticias.universia.net.mx/en-portada/noticia/2013/06/27/1033176/7-signos-estres-cronico.html
http://noticias.universia.net.mx/ciencia-nn-tt/noticia/2011/01/07/777618/estres-40-ciento-poblacion-mexico-expertos.html

1. Antecedentes

1.1. Estrés

De manera concreta, el estrés se define como un conjunto de respuestas fisiologicas que tienen
el propdsito de asegurar la supervivencia de un individuo, a traves de las respuestas de lucha o
huida [13-15]. Sin embargo, de manera cronica puede provocar desequilibrio de la
homeostasis [16, 17]. Aunque en la actualidad no existe una término que lo defina
completamente, se considera una reaccion fisiologica natural del organismo, que sirve para
afrontar situaciones amenazantes o de mayor demanda [18-21]. Si bien no se considera una
enfermedad, cuando los efectos del agente estresante ocurren por un periodo de minutos a
horas y en una sola sesion, se le conoce como estrés agudo. En cambio cuando el agente
estresante se prolonga o se repite por periodos de horas, dias 0 meses, se denomina “estrés
cronico” y en este momento podria considerarse patologico [3, 11], o en su caso podria ser
causante de multiples alteraciones como son; trastornos del suefio, ansiedad, incremento del
riesgo cardiovascular, disfuncion endotelial, supresion inmunitaria, obesidad, alteraciones
neuroendocrinas, metabolicas y gastrointestinales, pérdida del cabello, infertilidad, etc. [22—
25]. Durante el estrés agudo se producen respuestas adaptativas, las cuales provoca inhibicién
0 estimulacion de procesos fisioldgicos sobre multiples sistemas y/o sus componentes, esto a
su vez, permite movilizar o redistribuir reservas energéticas hacia los 6rganos de mayor
prioridad como los sistemas muscular y nervioso [26]. Por otro lado, cuando el estrés es
crénico conduce a perdida de la homeostasis, puede provocar el agotamiento de los sistemas.
En este caso, la preservacion del medio interno, requiere de la adaptacion continua a estimulos
estresantes tanto externos como endogenos, lo cual involucra cambios sobre el

comportamiento, asi como respuestas neuroendocrinas que son necesarias para anticipar,
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predecir y neutralizar las perturbaciones del organismo [18]. En respuesta al estrés o su
percepcion ya sea fisica o psicolégicamente, los sistemas neuroendocrinos conformados por el
eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (eje HPA) y el Sistema Nervioso Simpatico (SNS),
provocan la hipersecrecion de hormonas glucocorticoides y catecolaminas respectivamente

[27, 28].

Produccion de catecolaminas por el sistema nervioso autbnomo y la medula adrenal

Los principales productos de secrecion por este sistema, corresponde a los neurotransmisores
dopamina, adrenalina y noradrenalina. La adrenalina es secretada predominantemente por las
células cromafines de la medula suprarrenal. Respecto a la noradrenalina, el 70-80 % se libera
en las terminales nerviosas simpéticas, mientras que el otro 20-30 % depende la medula
suprarrenal [29, 30]. En relacion a la dopamina, esta se libera tanto en el sistema nervioso
central como en el sistema nervioso periférico. Todos estos compuestos comparten la
caracteristica de una biosintesis comin, la cual es dependiente de los sistemas enzimaticos
propios del sistema simpatico o de las células adrenomedulares. El Sistema Nervioso Central
(SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP), conforman una red de comunicacién con los
receptores sensoriales, los cuales reciben informacién de las percepciones fisicas nocivas tanto
del medio externo como el interno. De manera normal, el sistema nervioso autbnomo, se
encarga de regular la gran mayoria de los procesos fisioldgicos en el organismo [31]. En
relacion al componente somato-sensorial, la informacion aferente es transmitida hacia la
medula y de manera ascendente a la region poscentral o sensitiva de la corteza cerebral. La
percepcion de estimulos nocivos, permite que los sistemas de asociacion subcorticales del area

sensorial y provenientes del locus coueruleus en el piso del cuarto ventriculo, emitan una



sobre-activacion del sistema catecolaminergico central hacia la medula a través de las
neuronas preganglionares y posganglionares noradrenérgicas, lo cual permite incrementar la
secrecion de noradrenalina, o en su caso adrenalina por parte de las células cromafines en la
medula suprarrenal [32, 33]. La sobre estimulacién simpatica debido a agentes estresantes
fisicos (calor, frio, ruido, dolor, radiacion, etc.), provoca la hipersecrecion de noradrenalina, la
cual a su vez puede ejercer efectos inhibitorios o exitatorios que pueden ser dependientes de la
dosis o de la funcién particular de cada 6rgano [34]. Las catecolaminas ejercen efectos rapidos
de corta duracion, no obstante esta respuesta al estrés puede representar un gasto energético
muy grande [35-37]. Asi mismo, la sobreproduccion de catecolaminas por el estrés fisico
cronico puede conducir a cambios patologicos y la disfuncion de multiples 6rganos y sistemas.
En tal caso, también puede ser responsable de alterar la percepcién al dolor y generar estados

de inflamacion cronica de trasfondo neurogénico, o simplemente inflamacidn neurogenica.

Produccion de glucocorticoides por el eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HPA)

El eje HPA o adrenocortical, estd compuesto por el nicleo paraventricular hipotalamico, el
cual produce la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CHR). Esta a su vez, se
distribuye por el sistema porta hipofisario local. Una vez presente en la adenohipd6fisis, regula
a través de proteinas G, la activacion del gen de Proopioidemalanocortina (POMC) vy la
subsecuente sintesis y secrecion de las hormonas peptidicas adrenocorticotropicas o hormona
liberadora de adrenocorticotropina (ACTH) [38, 39]. La ACTH viaja por via sanguinea hacia
la zona fascicular de la corteza suprarrenal, donde posteriormente regula por esteroidogenesis,
la secrecion de cortisol. Asi cuando se percibe un agente estresante real o no real, se activa

una respuesta que incluye 3 fases, 1) alarma (fase de emergencia), seguido por 2) resistencia



(liberacion de corticosteroides), en caso de no establecerse una homeostasis, ocurre la fase 3)
el agotamiento del sistema, la cual puede conducir a manifestaciones prepatologicas,
patoldgicas e incluso la muerte [40, 41]. La falta de habituacion a las sensaciones estresantes

también se denomina carga alostatica [42].

Por tanto, en respuesta al estrés a corto plazo, ocurre una activacion eficiente del sistema
nervioso simpatico y la médula adrenal. Durante las respuestas crénicas, suceden cambios
hipotaldmicos e hipofisarios que resultan en la sobreproduccién de glucocorticoides por la

corteza adrenal. En conjunto se denomina (eje HPA), como se observa en la figura 1.
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Figura 1. Sistemas de la respuesta al estrés, a la izquierda la figura muestra al Sistema
Nervioso Autonomo que comprende la via simpatica a la glandula suprarrenal (medula). A la
izquierda, la figura muestra al eje Hipotalamo-hipofisis-Adrenal (HPA). Ulrich-Lai y cols,
[43].



El glucocorticoide es una hormona esteroidea secretada por la corteza suprarrenal y esta
regulado a traves de la ACTH hipotalamica [38]. Bajo condiciones fisioldgicas, permite
controlar el ciclo circadiano, mantiene los niveles de glucosa en estados de inanicién, y sus
niveles pueden incrementar multiples condiciones como el estrés; psicologico, quimico
(hiperglucemia, citocinas proinflamatorias), y en menor proporcion por el estrés fisico. Sin
embargo, la secrecidn de cortisol por estrés cronico o por el sindrome de Cushing, conduce a
importantes cambios fisioldgicos [44, 45]. La biosintesis de esta hormona en las células
fasciculares de la corteza suprarrenal, se da a partir de la molécula de colesterol a través del
ciclo bioquimico Ciclopentanoperhidrofenantreno. Aunque el cortisol es el esteroide de
secrecion mas abundante, en las zonas glomerular y reticular, también se producen los
esteroides aldosterona, testosterona y dehidropiandrostendiona [46, 47]. En cuanto a sus
funciones fisioldgicas, el cortisol provoca el incremento de glucosa sanguinea mediante la
glucogendlisis, la gluconeogénesis y la glucogénesis, suprime al sistema inmunitario y
participar en los mecanismos de redistribucion energética a partir del metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Asi mismo, mantiene la homeostasis del agua y los
electrolitos debido a su accion agonista mineralocorticoide. En relacién al control el ciclo
circadiano, ocurre un pico de secrecion de cortisol alrededor de las 8 AM, el cual permite
redistribuir e incrementar las reservas de glucosa circulante para mantener el estado de alerta y
realizar actividades cotidianas [48]. Tras varias horas de suefio; aumenta significativamente
también al atardecer, lo que provoca un estrés ligero. Por otro lado, los niveles de estos, son
mas bajos en la madrugada (12:00-4:00). Una vez secretado, el cortisol se une a proteinas
plasmaticas transportadoras (transcortina: globulina fijadora de corticoesteriodes), un 5%

a albumina; y el resto, entre 10-15% se encuentra circulando en forma libre. Cuando la


https://es.wikipedia.org/wiki/Alb%C3%BAmina

concentracion del cortisol alcanza niveles sanguineos de 20-30 pg/dL, se satura la globulina
fijadora de cortisol (CBG) y se incrementan sus niveles libres [37, 49]. La vida media del
cortisol es de 60 a 90 minutos, la cual se incrementa por la accién de otros esteroides sintéticos
como la hidrocortisona, en hipertiroidismo, la insuficiencia hepatica o en situaciones de estres
neuroendocrino intenso. Dentro de los efectos adversos, el cortisol provoca resistencia a la
insulina y contribuye al desarrollo de hiperglucemia [50]. Esto se debe a una sobre
estimulacion de la gluconeogénesis hepatica y la inhibicion en transporte de glucosa debido a
que se altera la traslocacion de transportadores de glucosa dependientes de insulina como el
GLUT4 [51]. Asi mismo, también desregula la expresion de la glucocinasa y de la hexocinasa.
Otro efecto adverso es el incremento del metabolismo basal, la produccion de radicales libres
y el dafio oxidativo a macromoléculas [52]. Por tanto podria considerarse como un pro-
oxidante enddgeno. De manera cronica, tanto las catecolaminas como los glucocorticoides,
pueden ocasionar un desequilibrio del estado redox a través del agotamiento o consumo de los
sistemas antioxidantes enddgenos. Lo que llevaria al dafio oxidativo y las subsecuentes
consecuencias de este. La vasoconstriccion por catecolaminas puede ocasionar la sintesis y
secrecion de factores locales de relajacion como el éxido nitrico, el cual a su vez se considera
un radical libre [53]. De tal forma, ambas hormonas del estrés, pueden propiciar el incremento
de radicales libres debido a su accion directa o indirecta sobre las funciones bioldgicas. En
esta relacion, se ha observado que tanto el estrés o la aplicacion de corticoides sintéticos,
producen dafio oxidativo a proteinas, lipidos y el ADN. En consecuencia, estudios recientes
también establecen una relacion directa entre el estrés oxidativo y el desarrollo de un estado

inflamatorio silencioso.
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1.2. Relacion entre el estado inflamatorio y estrés neuroendocrino
Durante procesos inflamatorios agudos y/o trauma, el dafio tisular espontaneo o por invasion
de agentes patégenos, desencadena fendmenos vasculares, celulares y humorales innatos o
adquiridos [54]. El sistema del complemento y la produccién de anticuerpos por las células
inmunitarias, permiten destruir, aislar o diluir los antigenos (virus, traumatismos, agentes
fisicos y quimicos, necrosis, reacciones inmunitarias, etc.), y a su vez también participan en
los mecanismos para la reparacion del dafio [55]. Por otro lado, la agresion antigénica a un
organo vascularizado, conduce a una respuesta de tres fases: 1- inicial o de agresion en donde
la cantidad de antigenos es predominante en la zona de lesion, 2.- reaccion o de equilibrio, en
este estadio el huésped responde al antigeno, y produce un equilibrio. 3-resolucion, en esta
etapa, la respuesta inmunitaria y celular, aclaran el proceso de agresion y se consolidan los
mecanismos de reparacion. Durante estas fases, se amplifica la respuesta local, en donde se
incrementa y se facilita el infiltrado de elementos sanguineos: granulocitos, linfocitos,
monocitos, macrofagos, componentes plasmaticos [56]. De manera inicial ocurre
vasoconstriccion transitoria, posteriormente ocurre vasodilatacion mediada por histamina para
incrementar el aporte sanguineo, y al mismo tiempo se incrementa la permeabilidad vascular
para facilitar extravasacion de proteinas y células [55]. De manera alterna, se estimula la
expresion de moléculas de adhesion sobre células endoteliales e integrinas sobre las células
inmunitarias. Esto a su vez, favorece la marginacion y anclaje de las células al endotelio para
su posterior migracion celular por diapédesis [57]. Respecto a este ultimo proceso, las células
penetran al 6rgano inflamado siguiendo un gradiente de atraccion quimica. El proceso
comienza en pocos minutos después de producida una agresién al organismo y se resuelve en

un periodo de horas a dias [58]. En conjunto, esta respuesta produce los signos clasicos de la



inflamacion aguda (rubor, edema, calor y dolor). Si el estado inflamatorio persiste con el
tiempo, se denomina “inflamacion crénica”. En este proceso, los polimorfonucleares
(caracteristicos de inflamacion aguda) migran fuera de la lesion y desaparecen los signos
mencionados. En consecuencia, los linfocitos y macrdéfagos son las células inmunitarias que
predominan en el infiltrado, y esta respuesta se considera una caracteristica primordial de la

inflamacion crénica, la cual puede durar de semanas, meses e incluso afos.

La inflamacion en los sistemas bioldgicos esta controlada principalmente por el estrés
neuroendocrino, a traveés, de diferentes rutas fisiologicas y metabdlicas, provoca cambios en el
normal funcionamiento de los diferentes sistemas involucrados en estos procesos [59, 60]. La
relacién bidireccional entre el sistema nervioso y el sistema neuroendocrino, son sistemas que
se activan eficientemente ante el aumento de marcadores sanguineos de la inflamacion, tales
como; Proteina C reactiva (PCR), la Interleucina (IL)-6, y el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) caracteristica primordial del estado inflamatorio [61, 62]. En relacién a esto, se sabe
que estas citocinas proinflamatorias tienen la capacidad de activar y regular el eje HPA. Una
vez que se produce la hipersecrecion de cortisol por la corteza suprarrenal, este ademas de
ejercer un estado de retroalimentacion negativa sobre su mismo eje, puede ejercer un efecto
pleiotropico sobre el sistema inmunitario. El estrés agudo puede ejercer mecanismos de
activacion que conducen a la produccién de citocinas proinflamatorias, mientras que los
niveles elevados o crénicos del cortisol tiene efectos adversos sobre el sistema inmunitario
[60]. Dentro de los efectos inmunosupresores, se considera que provoca apoptosis de las
células inmunitarias, disminucion de la proliferacién, de la diferenciacién, de la actividad
citolitica y citotdxica, una menor respuesta a vacunas y de memoria inmunitaria, una mayor

migracion y demarginacion celular, una menor produccién de anticuerpos, entre otros. Por



tanto estos efectos inmunosupresores de los glucocorticoides, por los cuales se disminuye la
respuesta inmunitaria o se ejercen los efectos antiinflamatorios. Tanto la excesiva o constante
estimulacion la vias adrenocortical como adrenomedular, puede interferir en su control sobre
otros sistemas fisiologicos, y provocar alteraciones de la respuesta inflamatoria [10]. Los
glucocorticoides usualmente regulan la respuesta inmune inhibiendo la produccion de IL-6 y
dando por terminada la cascada inflamatoria [63]. La continua exposicion al cortisol, propia de
los estados de estrés, induciria a una desensibilizacion de los receptores de glucocorticoides de
determinadas células inmunitarias, como monocitos 0 macréfagos, involucrada en el proceso
inflamatorio, alterando el efecto de control del cortisol sobre la inflamacion [9]. Asi mismo, el
estrés cronico se asociaria con una desensibilizacion, o mayor resistencia, de los receptores de
los linfocitos a los glucocorticoides. Ademas se ha descubierto que determinadas células del
sistema inmunitario, como macrofagos y monocitos, tiene en sus membranas receptores para
la CRH, y la unién CRH-célula inmunitaria provoca la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias [64]. El estrés cronico también aumenta la liberacion de norepinefrina, que
provocaria la expresion de genes que sintetizan proteinas pro-inflamatorias. En estudios
experimentales se ha visto como a la liberacion de norepinefrina le sigue la activacion del
factor nuclear kappa beta (NF-kB) en monocitos, y el factor de transcripcion NF-kB influye
sobre multiples genes que conducen a la expresion de mediadores pro-inflamatorios [65]. En
este contexto, al momento se desconocen por completo los efectos duales o dosis dependientes
que pueden ejercer los glucocorticoides y las catecolaminas, sobre la respuesta

antiinflamatoria o proinflamatoria.



Metodologias para evaluar la respuesta inflamatoria

De manera cuantitativa o cualitativa, la deteccion de marcadores de inflamacion se puede
evaluar a través de marcadores celulares, humorales, moleculares, bioquimicos,
histopatoldgicos, morfologicos, etc. [65]. Analizados a través de distintas metodologias
clinicas o de investigacion como son: Inmunohistoquimica, ELISA, citometria de flujo,
analisis tisular, y pruebas bioguimicas de rutina. En relacién a esto, el campo de la medicina
nuclear, también han permitido estudiar la inflamacion a través de estudios de imagen
gammagréfica, sobre todo en los casos de estados inflamatorios de dificil diagndstico. No
obstante, la tomografia axial computarizada (TAC), 6 la Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) [66], ademas de presentar gran resolucion espacial y la capacidad para identificar
regiones de inflamatorias de gran tamafio que se acompafian de dafio anatémico, tienen la
limitante de que solo pueden ser Utiles para realizar diagnostico de estados inflamatorios

tardios.

Pruebas diagnosticas del estado inflamatorio por medicina nuclear.

En medicina nuclear se emplea una amplia gama de trazadores o radiofarmacos para el
diagndstico de procesos inflamatorios. En esta metodologia, se emplea una camara gamma, la
cual capta la radiacién emitida desde el interior del paciente y por medio de algoritmos y un
sistema de coémputo convierte esta sefial en imagenes gammagraficas. Esto permite
diagnosticar maltiples patologias incluyendo procesos de infeccion e inflamacion esteril antes
de que ocurra, mediante la utilizacion de los radiontclidos *°*™Tc e In marcados con
diferentes moléculas [57]. En la actualidad citrato de galio (°’Ga), ha mostrado la capacidad de

ser captado preferencialmente en regiones inflamatorias [67]. Esto facilita la atencion



terapéutica a tiempo y evita, por tanto, la expansion de la enfermedad asi como las
complicaciones posteriores. El ®'Ga se utiliza para localizar lesiones, mediante el diagndstico
de procesos inflamatorios especificos, especialmente las que afectan al pulmon como
sarcoidosis e infecciones oportunistas por Pneumocystis carinii. Asi mismo se ha empleado
para caracterizar y/o localizar lesiones inflamatorias extrapulmonares, como linfadenopatia

tuberculosa o fiebre de origen desconocido [68].

1.3. Galio

El Galio (Ga) es un metal que posee caracteristicas quimicas analogas al Hierro, como se
muestra en la tabla 1. La similitud bioquimica del Galio y del Hierro le permiten al primero, la
propiedad de unién con proteinas transportadoras del Hierro (Fe 3+) [69, 70]. El citrato de
galio (®’Ga) es un radiotrazador no especifico para el diagndstico de inflamacion e infeccion,
es producido por medio de un ciclotron [71]. Tiene una vida media fisica de 78 horas, decae
mediante la emision de rayos gamma con un espectro de energias que va desde 91-880 KeV,
siendo las energias 93, 184, 296 y 388 KeV, las mas Utiles para el diagnostico médico. El

esquema de decaimiento se muestra en la tabla 2 [72].

El mecanismo de union del %’Ga a la region inflamada adin no esta bien establecido, pero se
puede explicar mediante la unién a la transferrina plasmatica, atraviesa el endotelio capilar y
se une al Receptor de Transferrina en la superficie celular [73]. EI complejo metalico unido a
la transferrina y el receptor de transferrina son incorporados a la célula por endocitosis,
localizandose en los lisosomas de las células tumorales. Asi mismo, estas propiedades
también permiten su introduccidn fisioldgica en las mismas moléculas de transporte del Fe 3+:

transferrina, lactoferrina y ferritina. La transferrina es una proteina de transporte del plasma y



del espacio extravascular al interior de la célula por medio de los receptores de transferrina
[74]. A su vez, los receptores de transferrina estan presentes en todas las células nucleadas en
un rango muy amplio. Estos se expresan en mayor nimero en los hepatocitos, las células de
Kupffer, precursores eritroides, macréfagos y el epitelio de las mucosas. La lactoferrina se
encuentra en glandulas mamarias, lacrimales y salivales. La ferritina es una proteina que

almacena Fe, esta presente en la mayoria de las células y se concentra en las células de

Kupffer.
Nombre-Simbolo Galio-Ga Hierro-Fe
Numero atomico 31 26
Valencia 3 2,3
Estado de oxidacion +3 +3
Electronegatividad 1,6 1,8
Radio Covalente (A) 1,26 1,25
Radio i6nico (A) 0,62 0,64
Radio Atémico (A) 1,41 1,26
Configuracion electronica  [Ar]3d'°4S24p! [Ar]3d®4S?
Primer potencial de 6,02 7,94
ionizacion (eV)
Masa atémica (g/mol) 69,72 55,847
Densidad (g/ml) 5,91 7,86
Punto de ebullicién (°C) 2237 3000
Punto de fusion (°C) 29,8 1536

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del galio e hierro.



Emision Energia promedio | Frecuencia
(MeV)
Auger-L e 0.0010 1.6600
Auger-K e— 0.0075 0.6190
ce-K e— 0.0816 0.0021
ce-K e— 0.0837 0.3000
ce-L e- 0.0901 0.0002
ce-L e— 0.0921 0.0361
ce-K e— 0.1749 0.0033
ce-L e 0.1834 0.0004
ce-K e— 0.1993 0.0002
L X-ray 0.0010 0.0080
Ko2 X-ray 0.0086 0.1700
Kol X-ray 0.0086 0.3330
KB X-ray 0.0096 0.0680
Y 0.0913 0.0316
v 0.0933 0.3920
Y 0.1846 0.2120
Y 0.2090 0.0240
Y 0.3002 0.1680
v 0.3935 0.0468
Y 0.4942 0.0007
v 0.7031 0.0001
Y 0.7944 0.0005
Y 0.8877 0.0015

Tabla 2. Esquema de decaimiento del ®’Ga. Fuente:

http://hps.org/publicinformation/radardecaydata.cfm
El ®’Ga fue utilizado por primera en 1969 en estudios en humanos por Lavender, y cols y
Edwards y cols, para la evaluacion con relacién a linfomas [67, 75]. En 1996 Weiner relacion6
al Receptor de Transferrina presente en las celulas linfomatosas con el mecanismo de
captacion del ®’Ga. El Receptor de Transferrina (CD 71) cumple un destacado rol en la
captacion del %’Ga unido a la transferrina, aunque no seria éste el Unico medio de
incorporacion a los lisosomas de la célula tumoral [76]. Se considera una relacion directa entre

su densidad y el grado de captacion del ®’Ga por el tumor.



Por otra parte, la biocinética ®’Ga muestra la presencia de las proteinas transportadoras en
distintos 6rganos con una captacion mayor en higado, bazo, hueso, médula 6sea, glandulas
lacrimales, salivales, region nasofaringea y mamas durante la lactancia. La excrecion renal en
las primeras 24 h, es de aproximadamente 10 y 15 % de la dosis inyectada. La eliminacion es

predominante intestinal.

No obstante, esta biocinética del 8’Ga esta hecha en personas libres de estrés fisiologico por lo

que es necesario investigar esta biodistribucién en modelos de estrés.

Modelos animales para el estudio del estrés

Existe una gran variedad de modelos de estrés agudo y cronico los cuales se pueden aplicar a
animales de experimentacion. Un ejemplo son las alteraciones conductuales que desarrollan
los sujetos con estrés psicosocial (deterioro de la memoria) o en pacientes con episodios
depresivos (anhedonia) [77]. Para el estudio del estrés y sus efectos sobre un sistema
particular, el disefio experimental y el tipo de agente estresante a emplear, depende de modelos
especificos: homotipicos o heterotipicos, agudos o crénicos, continuos o intermitentes. Asi
mismo, se debe contemplar los agentes estresantes que activan polarizadamente 0 mas
eficientemente a un sistema que a otro, ya sea las respuestas del eje HPA o del Sistema
Nervioso Simpatico, o en su caso la experimentacién que permita la respuesta mixta o la
activacion simultanea de ambos sistemas del estrées [78-81]. En la tabla 3 se muestran
diferentes tipos de agentes estresantes [18]. En esta relacion el estrés cronico por
inmovilizacion, se considera el agente estresante mas eficiente para la activacion de ambos

ejes del estrés.



Estresor o modelo de estrés HPA AHS SNS
Exposicion al frio, sin hipertermia 0 +++
Hemorragia, sin hipotension + + ++
Cirugia + + ++
Ejercicio + ++ F++
Exposicion al frio con hipertermia + ++ ++++
Estrés social ++ ++ ++
Pruebas en laboratorio mental ++ ++ +
Hipotensidn por hemorragia +++ +++ +
Actuacion en Publico ++ 4+ +
Dolor ++ +++ ++
Ejercicio extenuante ++ +++ o+
Glucoprivacién +++ 4+ +
Desmayo ++ 4+ 0
Inmovilizacion en rata ++++ ++++ ++++
Paro cardiaco +++ ++++ ++

Tabla 3. Tipos de Agentes estresaste. En la tabla se evalla de 0 a 4 cruces, la intensidad
relativas de cada agente estresantes y su capacidad para activar eficientemente al eje HPA, el
sistema adrenomedular (AHS) y sistema noradrenérgico simpatico (SNS), o para activar de

manera conjunta a todos los sistemas [18].



2. Planteamiento del problema

El estrés pone en marcha sistemas que producen desregulacion hormonal (catecolaminas y
glucocorticoides) y estas a su vez activan mecanismos de defensa para contrarrestar las
alteraciones producidas por los agentes estresantes. Sin embargo, cuando los sistemas
encargados de controlar dichas alteraciones no son capaces de contrarrestar las hormonas del
estrés, se producen cambios anatémicos y fisiologicos en distintos 6rganos. Con base en lo
anterior, un escenario a tener en cuenta es la inflamacion silenciosa y estéril que se produciria
de manera especifica en cada 6rgano, dando como resultado diferentes patologias asociadas a

este mal. Por lo que es necesario responder a la siguiente interrogante.

Pregunta de investigacion:

¢A partir de la biocinética del ®’Ga-citrato, se puede evaluar el estado inflamatorio

multiorganico en ratones sometidos a estrés cronico por inmovilizacion?



3. Justificacion

El estrés cronico produce la activacion del sistema nervioso y endocrino, lo que conlleva a la
produccién de hormonas glucocorticoides y catecolaminas. El exceso o la disminucion de
estas hormonas se relacionan con maltiples patologias que representan un problema de salud
publica. En respuesta a las hormonas del estrés, las células del sistema inmunitario pueden
activar una respuesta inflamatoria inespecifica, la cual Unicamente se ha considerado de
manera general y no particular. Una posible variabilidad de la respuesta inmunitaria e
inflamatoria en los distintos érganos, permitiria analizar la susceptibilidad de cada 6rgano al
estrés. Por lo tanto, la deteccion de una lesion inflamada a tiempo evita la complicacion del

paciente y ademas es una via de aportar un cuadro clinico para el tratamiento del estrés.



4. Hipdtesis

Hipotesis alterna:

Si el estrés crénico se asocia con un estado inflamatorio debido a mecanismos indirectos, v el
67Ga se considera un radiotrazador para su diagnostico, entonces los ratones sometidos a estrés
cronico podran desarrollar inflamacion multiorganica y esta podra ser cuantificada mediante

un incremento en los niveles de captacion del ®’Ga.

Hipotesis nula:

Si el estrés crénico no se asocia con un estado inflamatorio debido a mecanismos indirectos,
entonces los ratones sometidos a estrés cronico no podran desarrollar inflamacién
multiorganica y esta no podra ser cuantificada mediante un incremento en los niveles de

captacion del ¢’Ga.



5. Objetivos

General:

Cuantificar mediante ®’Ga el estado inflamatorio multiorganico en ratones sometidos a estrés

crénico

Especificos:

1.

Analizar si el estrés por inmovilizacion modifica la captacion de ®’Ga en los diferentes
organos y que esto pueda sugerir inflamacién local.

Evaluar la viabilidad de ®’Ga como un posible biomarcador del estrés crénico y su
relacion con el estado inflamatorio en los diferentes 6rganos.

Comparar la biodistribucion del ®’Ga en cada 6rgano entre los ratones control y
estresados.

Obtener los valores S en modelo murino matematico y ®’Ga mediante Simulacion

Monte Carlo.



6. Disenio metodologico

Todos los equipos e instrumentos utilizados en esta investigacion se les realizé un control de
calidad en busca de desperfectos u dafios fisicos, también se revisaron los certificados de
calibracién vigentes al afio de uso, con el fin de obtener lecturas correctas. Al contador de
pozo se realizaron las principales inspecciones fisicas, uniformidad intrinseca y nivel de fondo
radiactivo, para garantizar la confiabilidad y reproducibilidad de las lecturas, asi como la

deteccion temprana de cualquier mal funcionamiento.

6.1 Disefo del estudio

El estudio fue experimental, longitudinal, prospectivo y cuantitativo.

6.2 Universo y Muestra

Universo: El estudio se llevo a cabo en ratones machos CD1

Método de muestreo: Muestras no probabilisticas.

Tamario de muestra: se emplearon ratones machos CD1, distribuidos aleatoriamente en dos
grupos (n=8) para la experimentacion por duplicado. 1-Grupo control sano (GC) y 2- Grupo

sometido a estrés cronico por inmovilizacién (MECI).

6.3 Procedimientos

Se emplearon 16 ratones machos CD1 con un peso 30-35g, los cuales fueron obtenidos de la
Unidad de Experimentacion y Produccién Animal de la Universidad Autonoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco, Ciudad de México. Los animales se mantuvieron bajo condiciones
estandar de bioterio, temperatura de 20-24°C, humedad relativa 45-55%, ambiente maximo de

ruido 60 dB, ciclos de luz/oscuridad (12h). Después de dos semanas de adaptacion previa,



fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos de experimentacion (n=8): I. control (CT) y
I1. Sometidos a estrés por inmovilizacion (ST). Durante este tiempo se documenté la cinética
de peso corporal cada tercer dia, el agua y alimento fue ad libitum.
a) Esquema de estrés

Los animales fueron sometidos a esquema de estrés crénico por inmovilizacion (ST), en un
periodo de dos horas por dia, en un horario fijo (10-12h), durante 14 dias consecutivos. Se
fijaron con cinta adhesiva en posicion ventral sobre la mesa de trabajo con las extremidades
extendidas, figura 2. Antes y después del periodo de estrés, los animales se mantuvieron con

agua y comida a libre demanda.

Separacion
10 ecm 10 cm

Cinta
adhesiva

I

ft

Mesa de trabajo
Figura 2. Representacion del modelo de estrés cronico por inmovilizacion. Vista dorsal.

b) Esquema de administracion del radiofarmaco y sacrificio de los ratones.
Se administro en promedio 11.1 - 12.95 MBq (300 — 350 pCi) de citrato de galio (®’Ga) a cada
ratobn por inyeccion intraperitoneal, esto se realizo en los dos grupos al dia trece del

experimento, posteriormente al dia catorce se sacrificaron todos los ratones mediante una



camara de CO: esto con el fin de evitar el sufrimiento de los animales como se muestra en la

figura3y4.

Figura 3. a) Administracién del radiofarmaco por inyeccion intraperitoneal y b) Sacrificio del

raton mediante una cadmara de COa..
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Figura 4. Aplicacion del modelo de estrés crénico por inmovilizacién, empieza a partir del dia

1, el dia 13 se administra el ®’Ga y termina con el sacrificio de los ratones el dia 14.

c¢) Cuantificacion de la actividad
Se cuantifico la actividad mediante un contador de pozo. Los 6rganos; sangre, corazén,

higado, bazo, hueso, cerebro, rifion, estbmago, se colocaron en el centro del detector y se



procedio a realizar la medicién de la captacién, ver figura 5. Los desechos bioldgicos de los
animales, se manejaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de Bioseguridad NOM-087-

ECOL-SSA1-2002.

b)

Figura 5. a) Detector de pozo (cuantificacion de la actividad) y b) 6rgano de raton (rifiones).

d) Modelo matematico de raton
Con las masas y medidas de los érganos obtenidos del raton se construyeron elipsoides para
obtener los valores S (Metodologia MIRD) [82], mediante simulacion Monte Carlo a través
del codigo PENELOPE. Los resultados seran publicados en el libro de “Temas Selectos en

Biomedicina en Ciencias de la Salud VVolumen 117, el capitulo se muestra en el apartado 7.

6.4 Criterios de inclusion

v Ratones machos CD1 de peso entre 30-35 g.

6.5 Criterios de exclusion

v/ Ratones que no cumplan con los estandares propuestos, que enfermen o mueran

durante la fase experimental.



Criterios de eliminacion
v/ Ratones que presenten cambios en la biodistribucion del 8’Ga citrato (acumulacion en
un sitio especifico, aunado a una deficiencia en la captacion), o en su caso, una tasa de

aclaramiento renal acelerada.

6.6. Instrumentos
v"Insumos de bioterio e instrumental para el modelo de estrés por inmovilizacién y para
el sacrificio
- Insumos e instrumental para el mantenimiento de la cepa de ratones
- Cémarade CO>

- Material quirurgico para micro-diseccién

v" Cuarto caliente en Medicina Nuclear
- Campana de extraccién e insumos para la aplicacion de radiofarmaco y de
proteccidn radioldgica

- Contador de pozo (Capintec), contador Geiger Muller y dosimetro personal

v Laboratorio de Simulacién Montecarlo

- Central de cémputo para Simulacion Monte Carlo con codigo PENELOPE

6.7 Recoleccién de datos

La medicion de la actividad en cada dérgano se obtuvo de manera cuantitativa y directa

mediante el contador de pozo.



6.8 Analisis de datos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante estadistica descriptiva y usando el test de U de

Mann Whitney para cada 6rgano, en conjunto con la desviacién estandar.

6.9 Aspecto ético

El estudio se llevo a cabo bajo la norma NOM-012-STPS-1999 para condiciones de
seguridad e higiene en centros de trabajo donde se produzcan, usen, almacenen o transporten
fuentes de radiacion (norma NOM-004-NUCL-1994 de clasificacion de desechos radiactivos y
norma NOM-36-NUCL-2001de requerimientos para instalaciones de tratamiento vy
acondicionamiento de desechos radiactivos). Los desechos bioldgicos de animales se
manejaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de Bioseguridad NOM-087-ECOL-SSA1-

2002.


http://www.cnsns.gob.mx/acerca_de/marco/otras_disp/nom_012_stps_1993.pdf
http://www.cnsns.gob.mx/acerca_de/marco/otras_disp/nom-004-nucl-1994_4_mzo_96.pdf
http://www.cnsns.gob.mx/acerca_de/marco/otras_disp/nom-036-nucl-2001_26_sep_01.pdf
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7.1.4 Resumen

El objetivo de este trabajo fue calcular la dosis absorbida por unidad de actividad acumulada,
conocido como valores S en el esquema del Medical Internal Radiation Dose (MIRD), para
condiciones reales de masas, formas y distancia entre 6rganos en raton sometido a estrés
fisiologico. Se obtuvieron muestras bioldgicas de 16 ratones machos CD1 de 10 semanas, peso
43-49g, se formaron dos grupos estrés (GE) y control (GC) n=8 por grupo. La forma de los
organos se aproximO mediante elipsoides a partir de los dérganos obtenidos, un modelo
geométrico del ratdbn (MGR) y sus 6rganos fue disefiado e introducido en el cddigo
PENELOPE, donde se realiz6 la simulacion Monte Carlo del transporte de las emisiones
ionizantes del Galio-67 para obtener los valores S. Se observo disminucion en la masa de los
organos estresados; rifiones 7%, higado 25%, bazo 36% y corazon 32%, el timo se mantuvo
sin cambios. Sin embargo, el cerebro present6é un incremento del 6% con respecto al control.
Por lo que se consideraron las masas mencionadas para el calculo de los valores S para cada
uno de los érganos mencionados. Los valores S dependen del 6rgano en estudio, geometria,
del tipo de radiondclido introducido al raton y del tipo de estrés sometido, a su vez, estos
valores varian dependiendo de la localizacion de cada 6rgano dentro del modelo de raton. Se
asume una distribucion uniforme de la radioactividad dentro de cada oOrgano fuente
correspondiente, aungue se sabe que esto no se cumple de manera cabal, lo que significa que
los resultados obtenidos todavia se pueden mejorar. EI modelo matematico de raton
desarrollado en este trabajo muestra que los valores S de drganos en ratones bajo estrés

cronico son diferentes a los hallados en ratones normales.



7.1.5 Apartados del capitulo del libro

Introduccion

La evaluacion de modelos de estrés fisioldgico, la distribucion y dosimetria de radiofarmacos
en ratones es de suma importancia para describir y prevenir posibles efectos en regiones
especificas en pacientes humanos sometidos continuamente a estres, ya que México ocupa el
primer lugar a nivel mundial de éste padecimientol. Sin embargo, los tres parametros
mencionados no se han estudiado en conjunto, asi que los efectos en cambios de tamafio y
forma en oOrganos de ratones sometidos a estrés cronico por inmovilizacion, ademas de la
biodistribucion del ®’Ga pueden contribuir a futuras investigaciones. El estrés provoca
cambios hormonales en las glandulas adrenales, estas alteraciones fisioldgicas se intensifican
cuando el estrés es cronico®®, esto da pauta a posibles modificaciones de las masas, formas y
dimensiones de los 6rganos, por su parte, el citrato de galio ®’Ga es un radiofarmaco anéalogo
al hierro” (Fe3*) que se utiliza en medicina nuclear para estadificar algunos tipos de cancer y

observar lesiones inflamadas®, que podrian deberse a estrés cronico.

Con el uso de radiontclidos como el ®Ga es importante realizar caracterizaciones
dosimétricas, ya que la dosis absorbida (D) determina los efectos bioldgicos en las regiones
irradiadas®. Por otro lado, la D depende de la actividad administrada (4,) y acumulada (A) en
las regiones fuente ecuacion 1, por lo que, la cuantificacion de esta cantidad debe ser lo mas
precisa posible, ademas la D también depende de la dosis absorbida por unidad de

desintegracién, como se muestra en la ecuacién 2,

A= fooA(t) dt [Bq * s] ecl
0



D=AxS [Gy] ec2
o valor S como se nombra en el esquema MIRD™, el cual es completamente dependiente de la
geometria, la masa de la regién blanco y de la calidad de la radiacion emitida, como se

observa en la ecuacion 3.

¢ kYinE@i(T < S)
= —

[Gy/Bq*s] ec3

donde k es una constante de la que dependen las unidades usadas para los términos de la
ecuacion de dosis, E; es la energia promedio por particula emitida y n; es la intensidad o
namero de particulas emitidas por transicion y @; es la fraccion de energia absorbida, T « S
significa de la region fuente a la region blanco.

Por lo tanto, es necesario contar con un modelo anatémico de raton lo mas exacto posible para
obtener resultados confiables, una geometria incorrecta traerd consecuencias en la
determinacion de la dosis absorbida!!. Existen diferentes maneras de calcular los valores S, sin
embargo, la técnica Monte Carlo es de los mas ampliamente utilizados!?2,

La Simulacion Monte Carlo (SMC) es un método numérico estadistico que se puede aplicar
para simular el transporte de la radiacion por la materia. EI cddigo PENELOPE (PENetration
and Energy LOss of Positrons and Electrons in matter)!* es un programa computacional con el
que se puede realizar la simulacion de las interacciones de electrones, fotones y positrones en
volumenes arbitrarios limitados por superficies cuadraticas en materiales cuya composicion
quimica y densidad debe conocerse. El rango de energia en el cual puede aplicarse va desde
100 eV bajo ciertas circunstancias hasta 1 GeV. En la SMC del transporte de radiacion, la

historia (trayectoria) de una particula se ve como secuencia aleatoria de los vuelos libres que

terminan con un evento de la interaccion donde la particula cambia su direccion del



movimiento, pierde energia y puede producir particulas secundarias'®. La SMC de un arreglo
experimental consiste en la generacion numérica de historias aleatorias.

En un estudio realizado por Hindorf y cols

, evallan los parametros de masa, forma y
distancia entre érganos que influyen en el calculo de los valores S, a través de una version
basada en un modelo tipo voxel de un raton por medio de simulacion Monte Carlo basado en
EGS4 para los radionticlidos 20Y, 1311, 11 y ®MT¢, determinaron que la masa, la forma de los
6rganos y su posicion relativa entre ellos afecta considerablemente los valores S*’. Otros
autores como Hui y cols 8, presentan modelos como combinaciones de elipsoides, esferas y
cilindros a partir de ratones desnudos para tener un modelo mas realista. Sin embargo, el autor
Kolbert y cols *°, quiso hacer aun mas real el modelado de 6rganos, por lo que, obtuvo una
imagen de resonancia magnética (RM) de un raton, la ventaja que presentan las imagenes
obtenidas es en el modelado de los 6rganos, los cuales, adquieren mayor precision a la hora de
ajustarlo a una forma geométrica tridimensional (3D). Y como se mencion0 anteriormente, es
de suma importancia contar con modelos realistas para la dosimetria en ratones. En la
actualidad no se cuentan con valores S para el galio (°’Ga), lo cual es fundamental para tratar
de correlacionar el nivel de estrés con un posible dafio multiorganico. Por lo que, el objetivo

de este trabajo fue calcular los valores S del ®’Ga para condiciones reales de masas, formas y

distancia entre drganos en raton sometido a estrés fisiologico.

Metodologia

1.1 Consideraciones éticas

El sacrificio de los ratones se realizO por personal con experiencia en animales de
investigacion en apego a la Norma Mexica 062-Z00-1999 para el manejo de animales y

mediante el uso de una camara de CO»-.



1.2 Modelo de estrés cronico por inmovilizacion

Se utilizaron 16 ratones machos CD1 de 10 semanas de edad (43-49g). Se mantuvieron con
ciclos de 12:12/ luz/obscuridad, temperatura 25 °C, intensidad de sonido 63 dB, acceso libre a
comida y agua. Después de 2 semanas de adaptacion se dividieron aleatoriamente en dos
grupos de estudio control (GC) y estrés (GE) n=8 por grupo. Se pesaban todos los ratones
cada 3 dias hasta el dia de su sacrificio.

Los ratones del GE se sujetaron con cinta adhesiva sobre una ld&mina con las extremidades
extendidas y separados entre si, sin tener contacto visual, 2h diarias por 14 dias (10-12h). Para
evitar la adaptacion al modelo de estrés se agit6 la ldmina en periodos de aproximadamente 10
minutos. Mientras que los ratones control no fueron sometidos a ningdn tipo de estrés.

1.3 Masa de los 6rganos

Al dia 14 se sacrificaron todos los ratones, posteriormente se obtuvieron las siguientes ROI’s
(regiones de interés): timo, bazo, rifiones, higado, corazén y cerebro. Para homogenizar las
masas de los 6rganos entre animales se calcul6 el promedio y la desviacion estandar.

1.4 Modelo mateméatico del ratén

El codigo Monte Carlo para transporte de radiacion ionizante PENELOPE requiere de un
archivo de entrada en donde se especifican las particulas emitidas y sus energias
correspondientes al %’Ga, la distribucion del material radiactivo en las regiones fuente, la
geometria del sistema biologico correspondiente en este caso al raton y las regiones blanco
(target). Por lo que se elaboré un modelo matematico de un raton para control y otro para
estrés, basado en los datos anatdmicos obtenidos en el punto 2.3, se desarrollé mediante la

combinacion de formas geomeétricas conicas en 3D, donde las ecuaciones 1 y 2 representan la



superficie y volumen del elipsoide respectivamente?’. Donde a, b y ¢ son las longitudes de los

ejes del elipsoide.

1.5 Modelacion en PENELOPE

Las medidas obtenidas de los 6rganos provenientes de los ratones control y estresados, l0s
tipos de particulas, sus energias y el cuerpo entero de raton se introdujeron al cddigo
PENELOPE, definiendo la posicion y una distribucion homogénea de la fuente radiactiva en
las regiones fuente, también fueron definidas las regiones blanco, finalmente se obtuvo el
depdsito de energia en cada érgano, las simulaciones se realizaron suponiendo todo el material
como agua. Cada uno de los 6rganos se simul6 por separado y se obtuvieron las fracciones
absorbidas relacionadas a los valores S. EI nimero de historias para cada region fuente fue de

10 millones.

Resultados

1.6 Inmovilizacién

Los ratones del GE mostraron oposicion al modelo de estrés crénico por inmovilizacion
(MECI) teniendo conducta agresiva los primeros 4 dias, sin embargo, con el transcurso de los
dias fueron poniendo menor resistencia hasta alcanzar un estado de inactividad motriz en los
ultimos 3 dias del MECI. Mientras, que los ratones del GC se mantuvieron en perfecto estado

(sin alteraciones psicologicas y fisicas).



1.7 Masas y medidas de los 6rganos

La geometria generada en el codigo PENELOPE con los datos ingresados se muestra en la

figura 1.

Figura 1. Modelo anatomico del raton en PENELOPE, a) plano YX, b) plano ZY,
plano ZX.

Las masas obtenidas de los drganos control y estrés se muestran en la tabla 1. Se observé
disminucion en la masa de los drganos estresados; rifiones 7%, higado 25%, bazo 36% y
corazén 32%, el timo se mantuvo sin cambios. Sin embargo, el cerebro presentd un

incremento del 6% con respecto al control.



Tabla I. Masas y dimensiones de los 6rganos control y estrés.

Organo Control a b c
Masa (Q)
Rifon 1 0.335+0.118 0.617 0.441 0.294

Rifion 2 0.335+0.118 0.617 0.441 0.294
Higado 2.580+0.471 0.924 1.078 0.616
Bazo 0.155+0.033 0.264 0.528 0.264
Corazon  0.259+0.018 0.517 0.345 0.345
Timo 0.055+0.005 0.187 0.374 0.187
Cerebro  0.436+0.072 0.470 0.470 0.470
Ratén 43.375+2.912 3.960 2.016 1.008

Estrés
Rif6n 1 0.313+0.035 0.603 0.430 0.287

Rifibn 2 0.313+0.035 0.603 0.430 0.287
Higado 2.060+0.21 0.858 1.001 0.572
Bazo 0.114+0.032 0.239 0.478 0.239
Corazon  0.196+0.021 0.472 0.314 0.314
Timo 0.055+0.016 0.187 0.374 0.187
Cerebro  0.462+0.055 0.479 0.479 0.479

Raton 44.311+3.308 4.052 2.026 1.013

1.8 Valores S

Los valores S se calcularon utilizando la ecuacién 3y los resultados se presentan en la tabla I1.

La energia promedio por particula emitida asi como la intensidad o nimero de particulas



emitidas por transicion se tomaron del espectro energético del Ga-67 publicado en el ICRP
1077, La fraccion de energia absorbida @; se calculé por simulacién Monte Carlo con el

cédigo PENELOPE y m es la masa de cada 6rgano o del ratén, segln corresponda.

Tabla Il. Valores S (Gy/Bg* s) para 6rganos control y estrés. RC: raton control y RE: raton

estrés, O: drganos.

Control Estrés

Organo Valores S Valores S Valores S Valores S
(O«—RC)  (O<AlIBody) (O <RE) (O—AlIBody)
Rifion 1 2.941E-14 2.085E-13 3.046E-14 2.066E-13
Rifién 2 3.262E-14 2.088E-13 3.288E-14 2.046E-13
Higado 2.775E-14 2.125E-13 2.859E-14 2.068E-13
Bazo 3.685E-14 2.087E-13 3.711E-14 2.022E-13
Corazon 3.711E-14 2.114E-13 3.738E-14 2.056E-13
Timo 1.919E-14 2.030E-13 1.853E-14 1.963E-13
Cerebro 2.231E-14 1.763E-13 2.210E-14 1.720E-13
Raton 2.019E-13 1.805E-13 1.869E-13 1.708E-13

Discusién de resultados

Los modelos de estrés cronico provocan cambios en el raton a nivel psicoldgico, fisiologico y
en el comportamiento cinético de los radiofarmacos. Asi mismo, en el humano tienen lugar

cambios de ese tipo por el estrés laboral, como lo han reportado diferentes autores???4, En este



trabajo se observaron y cuantificaron los cambios en las masas de los 6rganos estresados vs
control a excepcion del timo que no sufre cambios en su masa. Sin embargo, su valor S es
distinto en ambos casos, posiblemente porque es un drgano del sistema inmune, lo que
probablemente explicaria que nuestro sistema inmunoldgico pone resistencia al estrés
cronico®.

En este trabajo se usd el codigo PENELOPE para obtener los valores S en un modelo
matematico de raton en condiciones de estrés fisioldgico para compararlo con un ratén en
condiciones normales (sin estrés), los resultados muestran incremento del valor S en: rifiones,
higado, bazo y corazén cuando se considera la fuente al raton y el blanco cada 6rgano en el
grupo estrés vs control. Por el contrario, cuando se consideran fuente todos los 6rganos en este
caso se incrementa el valor S también en cerebro y timo para el grupo control. Estos cambios
sugieren por una parte que el estrés influye en los cambios significativos de las masas de los
6rganos?®, que de manera directa afecta a la geometria del 6rgano y por lo tanto afecta al valor
S, esto adquiere un rol muy importante cuando se quiere determinar dosimetria interna y
extrapolando los datos a humanos sugeriria considerar el estado de 4nimo y estrés en que se
encuentran los pacientes cuando son examinados para estudios de medicina nuclear para
situaciones de diagndéstico por imagen mediante citrato de galio-67.

Por otra parte, la posicion de cada 6rgano dentro de la imagen del raton influye en la
dispersion, atenuacion y posicion del depdsito de energia de la radiacion ionizante emitida del
67Ga, asi como del comportamiento de toda la radiacion secundaria producida a través del paso
de electrones y fotones, como se puede observar en los rifiones. Por ejemplo, el rifion que esta
mas proximo al higado tiene mayor incremento del valor S, esto sucede por la distancia que

existe entre dichos 6rganos, esto ha sido reportado en otros radiontclidos!® como Y.



Para condiciones de dosimetria interna el método tradicional asume que las particulas B son
absorbidas uniformemente y completamente en el 6rgano fuente, asi mismo da por hecho que
la radioactividad es distribuida uniformemente en la fuente!®. Sin embargo, en 6rganos
pequeiios como en el caso del raton puede escapar parte de las particulas B y tener una
distribucion heterogénea como lo reportan Flynn y cols?’, en el caso de la medula puede
escapar 85% Yy 36% para Y y 31| respectivamente. En nuestro caso omitimos este problema
debido a que la energia maxima de electrones es de 0.1993 MeV lo que conllevaria a tener una
distribucion casi uniforme dentro de los 6rganos.

Finalmente, el cambio en el tamafio del raton genero una diferencia de 2.019E-13 a 1.869E-13
en los valores S entre el grupo control vs el estresado respectivamente, lo que implica un

cambio en la dosimetria.

Conclusiones

El modelo matemaético de ratdn presentado en esta investigacion proporciona valores S de
organos de ratones CD1 en condiciones normales y sometidos a estrés cronico, en este Ultimo
se observo una disminucion de las masas y modificacion de geometria en los 6rganos dando
como resultado diferencias significativas en los valores S, esto implica una relacion en la
captacion del Ga-67 y el estrés fisioldgico ocasionando cambios dosimétricos importantes que

pueden ser determinados en futuras investigaciones.
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8. Resultados adicionales en su caso

Se realizaron otros estudios con el mismo modelo de estrés cronico por inmovilizacion, pero la
cuantificacion del 5’Ga en los érganos fue realizada en tiempos menores a 24 horas, post
administracion del citrato de galio. Metodologia: Los criterios de inclusion, exclusion y
eliminacion, asi como la metodologia empleada fue la descrita en el apartado 6. Los tiempos
en los que se sacrificaron los ratones (CD1, machos de 35 ~ 40 g de peso) fue alas 2, 4,8y 12
h (n=3 por cada tiempo). Resultados: Se observé que la captacion y distribucion del
radiofarmaco es muy variable en estos tiempos sobre todo a las 2 y 4 h en cada 6rgano y en
cada animal, por lo que la estadistica muestra desviaciones estandar grandes en estos
resultados, por lo tanto, no es posible presentar un analisis de cinética de primer orden en estos
tiempos. No obstante, si fue posible determinar el tiempo méximo de captacion del
radiofarmaco, esté tiempo fue hallado a las 12h en todos los 6rganos. Sin embargo, los datos
encontrados fueron muy variables en experimentos por duplicados, por consiguiente, se

observo que a las 24 h la variabilidad de los resultados disminuy6 considerablemente.



9. Discusién general

Dependiendo del tipo de agente estresante y el tiempo de aplicacion a un sistema bioldgico
respondera con la misma intensidad y magnitud, resultando en un dafio a la salud y en algunos
casos ocasionar lesiones irreversibles a 6rganos como se reporta en la literatura [83-86]. La
diversidad de modelos de estrés que existen se mostré en la tabla 3, al aplicar estos modelos a
ratones arrojan informacion util para el estudio de ciertas patologias y conductas [87-90], en
el caso particular la inflamacion suele aparecer en diferentes 6rganos como repeticiéon del
agente estresante, el modelo de estrés aplicado (estrés por inmovilizacion) en esta
investigacion tuvo como objetivo montar respuesta inflamatoria multi-organica en ratones
CD1 mediante la activacion del eje HPA y la via adreno-medular para conocer los 6rganos
mas susceptibles a inflamacion cronica y a través del uso del ®’Ga-galio como herramienta
diagnostica se pudo cuantificar la captacion en cada 6rgano tanto en el CT y ST [23], en la
tabla 4 se observa la raz6n captada ST/CT por o6rgano, esto se refiere al cociente de la
captacion del ®’Ga en estresado dividido por la captacion del control por cada drgano, si la
cantidad es mayor de la unidad indica que el estrés estd captado mayor que el control, en
algunos casos es mayor a 2 que indicando que el 6rgano de estrés capta hasta el doble que el
control. Podemos observar que los 6rganos que mas captan el radiofarmaco son: higado,
riflones, testiculos y grasa visceral, estos 6rganos son los que presentan mayor relacién ST/CT
en los dos grupos de estudio, asi mismo, observamos que el cerebro, vesiculas seminales y
globos oculares la relacion ST/CT es menor que la unidad lo que indicaria en estos 6rganos no
hay captacion del ®’Ga en grupo ST. Por otro lado, esto da pauta para conocer las demandas de
hierro por 6rgano cuando esta presente el estrés cronico, teniendo conocimiento ademas de los

organos que mas captan el radiofarmaco ordenados de mayor a menor. Sin embargo, estos



hallazgos revelan mas informacion; El bazo y timo aparecen en estos primeros lugares al
incrementar la captacion de ®’Ga, probablemente porque corresponden a los érganos del
sistema inmunologico y como respuesta a la activacion son los que mas pueden sufrir la

inflamacion crénica.

Los valores S en cada 6rgano en modelo de estrés cronico por inmovilizacién y control, se
obtuvieron mediante simulacion Monte Carlo [91], por la confiabilidad que aporta el método
para hallar valores numéricos en aplicaciones fisicas como es el caso de los valores S, entrado
en este tema vale la pena mencionar que hasta este momento no se conocian estos valores en
raton bajo estrés cronico y ®’Ga-citarto, necesarios para determinar cantidades dosimétricas y
geométricas en 6rganos de ratones y como ya se sabia que estos valores son dependientes de la
geometria asi como de las energias del esquema de decaimiento del propio radiofarmaco [92],
encontramos valores diferentes para cada grupo de estudio como se report6 en el capitulo de
libro, como era de esperarse, sin embargo, en 6rganos iguales como es el caso de los rifiones
los cuales cambia el valor S dependiendo de los demas 6rganos adyacentes, asi mismo, ocurre
en pulmones. Si bien se obtuvieron valores S, en trabajos futuros sera necesario comparar
estos valores por medio de otras metodologias y tal vez con modelos tan exactos como los tipo

voxel de ratén como e MOBY con detalles anatomicos muy altos [93-95].
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11

12

13

14

15

Experimentol

Organo
Sangre

Higado

Grasa Visceral

Estdmago

Corazon

Testiculos

Rifiones
Pulmones
Timo

I. delgado
15cm
Bazo

Grasa PT

Cerebro

Vesiculas
seminales
Globos
Oculares

Razon
ST/ICT
1.906

1.608

1.512

1.472

1.229

1.220

1.190

1.132

1.120

1.020

1.013

1.005

0.625

0.224

0.145

Experimento2

Organo
Grasa PT
Bazo
Rifiones
Timo
Higado

Grasa
Visceral
Testiculos

I. delgado
15cm
Pulmones

Sangre

Coraz6n
Estomago

Globos
Oculares
Cerebro

Vesiculas
seminales

Razon
ST/ICT
2.783

2.102

1.740

1.722

1.492

1.385

1.374

1.280

1.271

1.206

1.120

1.045

0.856

0.583

0.460

Tabla 4. Experimentos por
duplicados de la captacion
del 8’Ga en cada 6rgano. Se
observa una tendencia en la
captacion del %’Ga en los
organos del raton. Mediante
pruebas  estadisticas  se
encuentran diferencias
significativas en  ciertos
organos p<0.05. Se encontro
una tendencia de captacion

del citrato de galio en los

6rganos de los ratones
sometidos al modelo de
estrés.



10. Conclusiones generales

El estrés fisiologico provoca la desregulacién hormonal en la corteza y medula de las
glandulas adrenales, de manera crdnica el cortisol pasa de ser un analgésico a dar marcha a la
sobre activacion del sistema inmune, esté a su vez desencadena la produccién de citocinas
proinflamatorias (IL6, TNF a ¢ interferon v), lo que provoca inflamacién multi-orgénica en
diferentes sistemas y Organos, en este estado los Organos se ven comprometidos a
experimentar cambios fisioldgicos y/o morfoldgicos, en este sentido el ’Ga demostro ser una
herramienta para hallar el estado inflamatorio presente en cada drgano. Se determind que la
grasa visceral, higado, rifiones y testiculos son los 6rganos méas propensos al estrés crénico,
mientras que los globos oculares y las vesiculas seminales no presentan captacién del
radiofarmaco, esto implicaria que no existe inflamacién alguna en estos 6rganos, aunado se
hall6 la cinética de captacion del ®’Ga en el raton, estos resultados estan estrechamente
relacionados a la produccion de receptores para transferrina y al consumo de hierro en cada

6rganos bajo estrés fisioldgico.

Por otra parte, los pesos de los rifiones y las glandulas adrenales en el grupo estrés se
incrementaron en comparacion con el grupo control como se ha reportado en la literatura, no
obstante, el peso corporal disminuyo en los ratones estresados. Los ratones bajo estrés cronico
por inmovilizacion tienen depuracion del 6’Ga mas rapida después de las 24 horas, a partir de
este tiempo se presenta la fase de eliminacion del radiofarmaco. Sin embargo, en grupo de
estrés la captacion del ’Ga a las 24 horas es mayor en todos los 6rganos de interés vs el grupo

control.
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Anexo 1. Masas y geometrias de los 6rganos de los ratones estrés y control.



Energias Depositadas y Vakores & para el Ratan Gontol debido 3 Ga-57 &n &l cuerpo Ol ratbn Excluyendo s organss). T ENFEY
Los wlores bajos, podrian ignorarse ya que fienen i muy gEndes. | SUMAS TOTALES \ Valores S
Deposit(eV)| |3 Sigma _|yield |Ei*pi(eV)| [Sigma Eipi Masa (g) |eV/g pDesint Valor § eVig plesinteg |Gy/Ba’s
[gamma 51.3 keV' 275E+01)s-|  BsoEm|sooEdz]  osaf 003 0.335] 248 133.58] 294124E14
301401+ o0Em 053+ 003 0335 279 203.80| 3.2621E-14
2248+ 02+ | 871+ 008 2.5804) 280 173.25| 277577EA4
1.53E401[+- 0.4+ 002  0.155] 237 230.01 368519E 14
2.85E401[+- 0.80]+- ogz[  0.259) 307[+-| 0.10]corazon 23163 371105614
3.44E400[+- 0.10]+- 001 0.055] 188[+-|  0.18]timo 115.78] 1.91914E 14/
2588401+ 077+ 002 0.438] 176)+-  0.08[cerebro 139.27) 223128614
3.40E+03[+- | 5.10E+00) 5234+ 027 3382 278[+-]  0.01[raton 1260.40| 2.01938E13
9.286+03[+-| 1708401 278.54+- os1| 4895 057[+-|  0.00[exterior 525186E-15
Ratén con Organos soko &l mtsn es bene 4.07196E13
Ratén+dganos+exierior, sob &l mtén 2s fiene: 4.12448E 13
[gemma93.3 kev|sifont 283E+01[s-| BeoEm| oa3sz] 1108
ifonZ L10E+01[+-| _ BS0E® 12,15+~
higado 288+00[+-| 2 508+ 2343
bazo STESO[+-|  BAOE .14+
corazon TEE+01[+-|  BSCE 1083+
im0 E3E+00[+-| 31080 A1
omrebro STESO1[+-|  820EW 10.08+-
aton 315+ 03]+- | 5.20E+00] T2 TI[-
Sxerior SATEOR[+- | 170E+01 N[+~
[gamma 138 keV__[afoni E73E:01[+-| 170E+00] 0212  T2i5[-
) GAZE+01[+-| 1.80E+00] T3E[+-
Tigado A EZE+02]+-| 4 BOE+DY| 5784
=0 T 18E0[+-| 1206400 :RE)
corazon FRIELDI[+-| 1.70E+00) 1158
fimo 7.83E+00[+- | G.10Em 1,62
oarebro 534E+01[+-| _1.80E+00] 11.33
aton G.58E+ 03[+ | 1.80E+01 1355.22]
exterior 1.85E+04[+- | 3105401 3528.24
[gemma 205 keV_[sinont G.83E+01[+-| 1.50E+00] 0.004] 1..@‘»,-
o 73BE+01[+-| 2 10E+00) 177+-
igado 530E+ 02|+ 1273~
bazo 3.72E401]+- 85+~
corazon 8435+ 01[+- £
fimo 7.50E+00[+ 18]+~
omrebro 8206401+ 45+~
siton T ETES 03[+ 181.72]-
exterior 2126+ 04]+-| 3505401 50801+~
[gamma 300 keV__[sifont S75E+01[+-|  3.10E+00] 0.168] 1837+
sifonZ 1.10E+02]+- | 3.30E+00] 18.54+-
igado 7B3E+02]+-| _8.90E+00) 132,80+~
bazo SA43E+01[+-|  2.30E+00) 21+
corazon SE+01[+-|  3.105+00] T804+~
o T23E¢01[+- | 1.105+00] 208
o=rebo S.12E+01[+- | 3.00E+00] 532+~
aton T13E+08[+- | 3.30e+01 T804 51[=-
Seror T T4ER04[+-| 5 50E+01 A+
[gamma 353 keV__[afoni T37E+02[+- | 4.305+00] 00488 820[-
ifonZ TASE+02[+- | 450E+00] e
higado 1.05E+ 03]+ 1.20E+01 455
bzo 7ATE+01[+-| _3.20e+00) 345[-
corazon 288+ 02+~ 557
fimo B4E+ D[+ 077+
oarebro Z2E+02]+ 572+
Bton E0E+04[+ 70308+
exterior 4.17E+04[+- 1550.00[+-
Rayos X B62keV [siont 1TIED[+- 0.5] 58]+
afonZ T.88E+01[+- .Q»,-
higado 775E+01[+ 78[+-
bazo 1.14E401[+- 88+~
corazon 173E401[+= B4+
imo 8.75ED1]+ 24+
omrebro 2.11E+01[+- 1054+~
aton 7506+ 03]+ 354808+~
exterior 5808+ 02+ 28011+~
Rayos X58keV _[afont S35E:01[+-| 40| OoOeE|  180f
sifon2 263E+01[+-| 48050 1.78[=-
Wigado T15E+02[+-| 55001 T
=0 TEEEO1[+-| 37050 108~
oorzon TH0E+0[+-| 40 T.70+-
o TE3E+00[+-| 110501 [} E‘*'
o=ebo THIEDI[+-| 50050 58]~
mton SEIE+03]s- | Z.90E+00] S7837+-
exderior 8582+ 02]s-| 2 B0E+00) 5837+
e Auger 75 keV_|sifont 1.25602)+- | B20EB| 0.4%6]  0.01)+- 0 X
ifon? 145502+ | BAED 0.01[+- 002[+-]__0.01
higado 434E02+| 180E o.c§|+— 001 [+ o.o§|
bazo 3TEED]+-| 4306 0.00[+- onif+-| 0om
corazon B.00E03[+-| _ BAOEL 0.00[+- 00z[+-|__0.01
fimo 0.00E+00[+-| 0.00E+00] 0.00[+— 000 [+ 0.0)
carebro 1.59E-02[+- | BS0E ) 0.01[+- 002+ 0.01
ston TEOE+03[+- | 4B0ED| 3T15.78[+- 11084+ oogl
exerior 3EDI[+-|  400E@ 0.15]+- 000)+-| 0.00]
& Auger 845 keV_|sinont ATEDR]+-|  SM0E4B| 0423  0.00[ 001 [+ o.oﬁ‘
sifonZ 48E02[+-|  9.10E 0.00[+- 001[+-[ 0.0
igado BSEDz[+-| 180t 0.01[+- 000[+-] 0.0
bazo TIEDH[+-|  5REE 0.00[+— 000 [+ 0.0
corazon S9ED2[+-| _ 950E 0.00[+- 001[+-[__ 0.0
imo. oooaoglt 0.00E+ oo:ol% 000[+- oogl
omrebro 1.64E02]+- | ST0ED 0.00[+- 000[+-[ 0.0
mton BASE+03[+-| 5706 1084 8]~ 3167[+-]__0.00
exterior 44501+ |  500EE 0.08[+— 000[+-| 0.0
= ESTReV afoni SI8E:00[+- | 7040 E30[+-| 0.4
) S00E+00[+- | TO0E B11[+-]_ 0.69
Tigado 353E+01[+-| 1406400 318[+-|_ 0.1
=0 FFAE 00| 505 TT45[r| _ 1.10]
oorezon T 20E+00[+-| G300 F41[+|_ 0.0
o B5FEDa[+- | 1.10EF] 004[+-|_ 0.09
carebro T03E+01[+-| 75001 705[+-| 0.5
aton B2TE+D4[+-|  4.20E+00) TIT70+-|  0.04]
exterior 2476+ 02[+-|  3.60E+00) 015+ 0.0]
e ES2.1keV [sinont 1.20E+01[+- | BAOED 108[+-|  0.08]
afonZ 1.25E+01[+-] _ B70E W 112[+-| _0.08]
higado 4TIESOI[+-| 1 70E+ 05[] 0.0
bazo 7A0E+00[+-| _ G70E 0 143[+-| _0.13]
corazon 02E+0i[+-| _ 750E 0 1.18[+-| _ 0.05]
fimo 00E+00[+- | 0.00E+00] 000[+-|_ 0.0
omrebro 3SE+01[+-|  920Em 035[+-[ 0.0
siton 17E+04[+- | E.102400] 2175[+ oogl
exterior 235+ 02]+- | 4.40E400] 002[+-| 0.0
2 57EH3] |

Anexo 2. Hoja de célculo para los valores S en ratones control (Considerando cada 6rgano por
separado).



Enermias Depositadas y Valores § para el Raton Control debido a Ga-57 n el cuepo del mton. Los 6rmanos tambien son fuente | =Vigs Gy=
Les wloms bajos, podiian ignorarse ya que tienen incerik muy grandes. SLMAS TOTALES | Valores §

FuenteRaton |organo blnco[Erer Deposit (V)| |2 Sigme  |yield  |Ei*pi (V)| [Sigma Eifpi[Masa (g) |eV/g pDesint| [sigma Valor § eVigpDesinteg |GyiBg's

gamma 31.3 keV_|rifon 3T1E+01[+-|  9s0ED|300802]  1aif+- 003] 0334 332|+|  0.08)rfion 1 130144 2.08515E13
nhon2 IT4E+01[+- 1.00E+00 1.12)+- 003 0.335| 335+ 0.09rifion2 130384 2.08898E13)
higado 32IE+02(+- 3.00E+00 9.70[+- 009 2.5804] 378+ 0.03 | higado 1326 73 2.12566E13]
baze 181E-01[+-| @800t 0.54]- o02|  o.159) 350~ e12bazo 1303.10] 2.087B1E 13
lcorazen 207EAD1[+-|  B.H0ED 052+ 003]  0.259) 358+ 0.10[corazon 1315.58] 2.11485E 13|
[tima 425E+00)+-|  3.B0EDT 0.15+ om 2.055 265+ 0.15/8me 1267.24] 2.03037E13]
|cerebro 320E+01[+- 9.20E-01 0.96(+- 003 0.438| 2.20|+ 0.08|cerebro 1100.72| 1.76355E13
raton 303E+03f+- 9.00E+00 90.80|+- 027 33.62| 270|+ 0.01|raton 1128.70| 1.80517E13
lexctesior 3235003+ 1.T0E4D1 27855+ 05i| 48833 0.7+ |  0.00]exterior 2.5 5.23192E 15|

|[Aqui ol ratin y los érgancs son Lente:

Gamma S22 keV_[ion TEIEDT [+ T00EDD T.17[TodoElRs fonConDrganos | 10043.74] TETSEAD
rifon2 B2E+01]+- 1.00E+00 1.17|Raton+org+exterior 10082 4134 181539€-12
higado 3.00E+00 0.48|
bazo 6.80E-01
[corazon 310601
[tima 3T0ED1
[eerebro S.30ED1
raton 9.10E+00
[exctetior 1.70E+01

lgamma 185 keV__|rion TEIEAD|+-| 2.00E+00
rinon2 TBEE+01[+- 2 00E+0D|
higado BETEANZ[+-| 5.50E-D0
baze 140E+00]

[corazon 1.50E+00]
|timo T.20ED1
|cerebro 1.90E+00
iaion T.80E01
[exctesior 1BEE 04+ | 3.102:01

\gamma 209 keV nifion1 908E+01[+- 2.30E+00
nhon2 BIGE+D1[+- 2.30E+00
Figado TEEAD[+ | B.30ED
bazo 43TE+01[+- 1.80E+00
|corazon TS2E+01f+- 2.10E+00
|timo 118E+01]+- 8.20e-01
[cerebio
raion
|extedor

[gamma 300 keV.

1 02[+- | 3A0E+D
TI0E04[+—| 330501
3 I4E+04+- 5.50E+01

[gamma 352 keV 510E00

510600

1.50E+01

BTBE+D1[+- 3.50E+00
2]+ | 480400
TECQ1[+-|  1.80E+00
-+ 02]+- 4.80E+00
\TE+D4+- 4.80E+01
TIBEM+- | T.00ED

Rayos X8.82 keV |nfion1 BIDE+01[+- 8.00E-01
nfion2 B29E+01[+- 8.00E-01
higado G52E-0Z[+-| 220600

TEAED[+-|  BA0EDT
ESSEADI[+-|  T.10ED1
142E+01]+- 3.30E0
SE4ED[+-|  B.0EDT
TOBE-D3[+-|  3.10E-00
S00E+DZ[+-| 1.50E+00
Rayos X350 kel 207 S30ED1
204 230601
720 2A0E 0D
425 S.00ED1
7321 T.90E-D1
154 3REDT
104 340601
TEE 3HEDD
7 2 S0E+D0

< Auger TS ke [ivon TETEA[+-| 706D
fifion TASEADI[+-|  T.00ED1
higado STIE+02{+- 1.90E+00
bazo 343E+01[+- 4.80E-01
[corazen ETAE-D[+-| 206D
[fima TIIE-01[>-| 250801
|cerebro BASE+D1[+- T.50E-01
raton 659E+03{+- 2.30E+00
[excetior IT0ED1[+-| _ 370ED2

[& Auger BAT keV_[on TAEDTr|  SWEDI| 0% 0e- 010
nhon2 BAE+D1[+- 8.00E-01 10. §l+- 010
higado BA5E-0Z[+-| 21000 1.36]- 025
baze TR0E-Di[+-|  5A0EDT 4.31[-- 007
[corazen BATELDI[+-|  T.00ED1 15[ 005
[tima TEBEI[+-| 320501 T4 004
[cerebro SEIED[+-|  S.50EDT 1201« 0.1
iaion TAZEAD3+- | 2.60E-00 335,35 033
[exctesior IGTED+ | 450E02 0.08[+— 001

&= [E 83 kel nnon1 B24E+02+- 7.80E+00 0.3 247 34(+- 234
mnon2 B2BE+02+- 7.80E+00 247 7]+~ 234
higado CEF] 185508 3
bazo 378 113.52 153]
|corazon 6371 191.20[+- 207
|timo 135 40 .38)+- 0.
|carebro 9391 ZB1.T7[+- 249
[F TATECM|+- | 2.80EDT 2181485 TE0
|esctenor 215E+02+- 3.40E+00 B4 41+ 102]

e [E 92.1 keV rifon1 S13E+02+- 8.60E+00 0.03 27.40)+- 028
oz STEE-0Z[+- | S.80E-D0 T 0%
higado 210 80+ 088
bazo 12 88|+ 0.
|corazen 21.08)+- 0.

[fima £.48[-- 0,
[oerebro 31.20[ 0.
1aon 41520 087
|extenor 285E+02{+- B.54]+- 012

Anexo 3. Hoja de célculo para los valores S en ratones control (Todos los érganos son fuente).



Energias Depositadss porks R gamma del Ga-bben los D Eentes drganos del Rabn | T T |EVIES
Los aloes bajos, podrian ignorarse ya que tisnen muy gandes. SUMAS TOTALES ‘ |Valores S
érgano Deposit (V)| |2 Sigma_|yield |EPpi(eV)] |Sigma Eipi|Masz (g) |£V/g pDesint|+-[eV/g phesinl § f£V/g por desing |cyBa*s
lgamma§1.3keV |ifiont 263E+01 [+ | s20Em[3.00502] 0.7+ 0.2 0313 252+~ 0.08]ifiont 150.13 3.04616E-14
fonz 285E401[+ |  880EM 0.87[+- 0.8 0313 277[s- 0.08[fion2 20525 3.2885E14
higado 1836402 [ | 2:208+00) 5.50[s- 0.7 20801 267[s- 0.03] higado 17848 2.85926E14
bazo 1128401 [+ | 230801 034+ 0. 011485 233+ 0.14[bazo 23183 3.71117E14
corazan ZM4ED1 [ | T40EDT 0.81[+- 0.2 0.156] 312+ 0.11[comzan 23334 3.7386E 14
time 338E400[ | 2.90E01 0.10[+- 0.01 005512 1.84+- 0.18[imo 11567 1.86332E 14
ceretro 270E401 [+ |  840EM 0.81[+- 0.8 048233 1.78+- 0.05] cembro 13785 2.21028E14
rabn 320E+03)+ | 5.30E+00] 95.83[+- 0.8 36.4855 263+~ 0.01[mton-organod 116563 1.86915E13
extesior 921E+03)+ | 1708401 278.37)+- 0.51 4371145 0.57[+- 0.00] exierior 271 5.24116E 15
[gamma§3.3 keV_[riiont TBEDI[+- | B7OEDN| 0352 1051)- FE]| 0313] 34,85+~ 1.0
fonZ S3IE+01[+- | 8.80ED 11.48+- 0.3 0313] 30.68[+- 1.10]
higado BAE+0z[+- |2 20E+00) 73.03+- 0.8 20601 45[+- 0.42]
bazo 18E+01 [+ | 55060 481 [+ 0.2 011455 03[+~ 1.8
corazon 07E+01[+ | 740ED ENEIS 0.3 0.15€] £7[+- 1.49
fimo B4E00[ | 31050 .35+ 0.2 [FEH 18- 220
cerstro TBED1 [+ | 8.50ED 10.83]+- 0.3 046233 £3[+- 0.72]
rabn 25E+05[+ |5 40E400) 274,14+~ 3.8 36 4855 52[s- 0.10]
estzsor ASE403[+ | 1.70E+01 368584+~ [ 4571143 753+~ 0.01
[gamma 185 keV__[oni EESEAD1 [~ | 180E4D0| 0212  TT7e- LE] 9313] E .08
fonZ GEDT [+ | 1.705+00] 285+~ 0.8 0313 i .ﬁ» 115
higeda S78EA0Z[— | 4305400 B0.24[+- 05t 20801 R 04|
bazo 3901« | 1.10E+00) 0= 0.3 011455 43.08[+- FXE]|
corazon 238401~ | 1.402+00) s 0.0 BRES &3+ 1.51
imo :S6E+00[+- | 580ED1 45+ 0.2 005512 T8[s- 2
carstro ESE+01 = | 1.60E+00) 188+~ 0.3 046233 65 [+ 0.73
ramon T7E403[+ | 1.30E+01 143810+ ] 36.4853 3.3+~ 0.10)
extesor B4E+04[+ | 3106401 3903.55[+- 6.57 4571145 8.01[+- 0.01
|gemma205 keV__[ront G2BE01 [+ | 150600 150+~ 0.06 0313 B[+ 0.13]
nfonZ TO0E+01 [+ | 2.00E+00] 188+~ 0.06 0313] ETr 0.15]
higado 3802+ 10530] 10.48]+- 0.2 20801 03[+ 0.09]
bezo 75E401 [+ | 1.20E+00) 0.60[+- 0.08 011485 T3[s- 0.25]
[corazon BTE+01 [+ TOE +D0)| 1A7+- 0.04[ 0.156] 5[+~ 021
fimo 28E+00[+- | 6.80ED1 0. 2%» 0.0 005512 B[+ 0.30)
ceretro 60E+01 [+ | 2.00E+00] 158+~ 0.06 046233 43[+- 0.10]
abn THIESDE[ | 2105401 8727+~ 0m 364853 513+ 0.01
[Extzror TAOE0A[+ | 350501 .02~ BE] FE7a14 T 0.00]
[
[gamma 300 keV__[nront AED1 [+ 0. 0313] S0.55[+- 61|
rifon? D402+ 0. 0313] B 1.7
higado 45E402 [+ 1. 20601 52.61[+- 65|
bazo S8E401 [+ 0. 011455 8. 19[+- 2|
corazon 38401 [+ 0. 0.156] G322+ 31
imo | 26E 401 [+ 0.18 005512 38.34[+- 35|
carstro B3E01 [+ 0.8 048233 3520[+- 13
rabn 17E+04 ]+ [+ 571 36.4855 5375+~ 18]
extasor T2E+08[« | 5.50E401 SZ37. 17+~ 5.3 2571145 10 75}+- 7]
[gemma 353 keV__[ntont 1Z3E402|+ | 4.205+00| 00488  5.77[s- 0.0 0313] mﬁ» 0.53
fonz 1.38E+02 [ | 4406400 843+ 0.3 0313] 2063[+- 0.64]
higada SBEE+02[+ | 1.10E+D1 A0.5[+- 0.50 20601 1568+~ 0.23]
tazo SEDE+D1 [+ | 2805400 282)+- 013 0.11495] 2230+ 114
[corazon S75E01 [~ | 3706400 257+ 0.7 0.15] 3 25r- 0.8
fmo TEIEADT [+ | 140500 072 0.0 UB551Z 300+~ 1§
[carstro TI2E2 |- | 43000 B 17+ 0.3 048253 T3.35+- 04|
rain TSEE+04 [+~ | 4705401 T24.02]+- F¥) 364655 1564+~ 0.08]
extesor 413E:08[— | 7 80201 1535 04+ 350 4871143 EEN 0.01
Rayos X B.62 ked_|afon B7E01[+- | 3.80ED 03| aq» 0.8 0313] 28 61+~ 053
ionZ 75E+01[+- | 3.70E0 73+~ 0.1 0.313] 7. q» 0.9
higado B1E+01 [+ | 71060 04[+- 0.8 20601 04[+- 0.17]
bazo. B8E 00| BOED 43[¢- 0.13] 011455 . 113
corazon 326401 [+ 20ED [+ 0.18 0.156] T2[+- 0.8
ime 573ED1 [+ TOELDD 025+ 0. 005512 20[+- 061
ceretro 2138401 [~ 105D 10.87]+- 0.2 048233 23 ojp 0.44)
1abn TSIE+03]+ | 2.20400] 390363+~ 1.1 36.4855 108,64+~ 0.03
[extsor £45E402] | 2.00E+00] 27427+~ 1 4871143 8+ 0.00)
Rayos X 9.6 keV__|nfon! ZIELN[+ | 4500 0088 157+~ 0.8 0313] 5.03[+- 0.10]
oz THEDI [~ | 4B0ED .88+ 0.8 0313 B3+ 0.10]
higado STIESDI [~ | SA0ED L 0E 20601 EF oﬁ
bazo TZIEAD1 [~ | 330600 084+ 0.@ 011455 T2+ 03]
[corazon S4E01 [+ | 410E00 I 0.08 015€] B[+ 014
fimo 382400[+ | 110501 0.03[+- 0.01 [FEH 170 +— 0.14]
ceretro 00E+01[+- | 510601 2.04[+- 0.08 046233 441[+- 0.0
ran S5E403[+ |2 B0E+00) 28140+~ 0.15 36 4853 1554+~ 0.01
[extesor AZE02[+- | 2.60E+00) 5727+~ 0.18 4571145 0.12[+- 0.00)
/e Auger 7 EkeV_[nfont 23E02[ | 830E03] 04| 00i- ocgl 0313 oo%» 0.01]
ionZ 55E-03]+ | 6.50E-03)] 0.00[+- 0.0 0313 0.01[+- 0.01]
higada APE02 [+ 1.30E-02[ 0.02]+- 0.01] 20601 0.01]+- 0.00)
bazo B5E03[+ | 450207 0.00[+— ocgl 011485 0.02[+— 0.02]
corazon L18E-02]+ | 7.80£-03] 0.01[+- 0.00 0.156] 0.03[+- 0.02]
imo 0.00E+00[+ | _0.00E+00] 0.00[+- 0.00 005512 0.00[+- 0.00)
cerstro 142E02]+ | 5.20e-02] 0.01[+~ 0.0 046233 0.02[+~ 0.01
rabn TEOES03[ | 440502 371981+~ 0.2 36.4855 101.95+- 0.00)
[extesor 355E01[~ | 350502 015+ 0.@ 4871145 0.00[+— 0.0
& Auger 8.5 keV_[wont T3IEGZ|~ | 85003 Q1% 0@ 0313] 001+ 0.0
ronz STEDZ [+ H0ED| 0.0 0313] 001+ [}
higado 23202+ ToE02| 0.0 20801 0.00[+— [}
bezo 2BE0Z[+ G0ED3| | 011485 0.01[+- 0.01
corazon TED2 [+ B0ED| 0.00 0.156] 0.01[+- 0.01
imo OO0E+00]+ | 0.00E+00] 0.0 005512 .00 0. @
carstro 1.556-02]+ | 9.306-02)] 0.00 048233 0.00[+- 0.00)
aon E4TE03[— | EE0E02) 0.01 36 4853 EERE 0.0
extesor 4.13E01[+ | 4B0ELZ] 0.01 4571145 0.00[+- 0.00)
e ER kY fifion1 BIE+D0[+- | B.90EDT 03 0.2 0313] [+ 059
fonZ TSE+00[+- | 7.00ED1 021 0313] [+ 0.67]
higado S0E+01 [+ | 1.30E+00) 0.8 20601 = 0.13]
bazo SSE+D0[+- | 4.70ED1 0.141 011455 10.42+- 1 ﬁ
corazan S1E+00[+ | 5.70601 0171 0.15€] 4+ 057
fimo 4302 03[— | 780503 00028 TDEETZ 0.02[+- 0.0
cerso THEADT [« | 760600 0.228| 046255 (eI LEE)
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[extesor ZIBE02|- | 360E+00] 1.09] 2571145 0.15[+- 0.00]
e ES2ikeV  [anont ME+01[+| 830E01] 003 0.0245 0313]
fonz 4E+01 [ | 8.30E01 0.0245 0313]
higada BAED1 [+ 0.045] 20601
bazo 82E 400+ 0.01g] 011455
corazon 34E00[+ BOED 0.01% 015
ime 52905+ 0ED 0.000275| 005512
carstro TI5E 401 [+ 20ED 0.0278 046233
raon S17E+04[+ | 5.00E+00] 0.15 36.4853
extasor 313E402[+ | 4.30E+00] 0.129) 4371145
|Raton+Exte rior

Anexo 4. Hoja de calculo para los valores S en ratones estrés y control. (Considerando cada
6rgano por separado).



Energias Depositedas porkos R gamma del Ga-66 =n fos D eenies drgancs 0l Rabn_| T T EViga Gy
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FienteRaton |éroano blanco|Ener Deposit (V)| |3 Sigma _|yield  |E°pi(eV)| |Sigma Ei*pi[Masa (g) | Via pOesint|+- |eVig pDesint 5 feVig por desing Gy/Bg*s
lgamma 51.3 keV_|rifion1 3485401 [+ | 9.8001|3.00502 1.04+- 00 0313] 2.31[s 0.03[sfient 122550/ 2.0665E 13|
rifion2 AS0E401 [+ | 9.80E01 1.08+- 0.8 03] 3.38[+- 0.09[sfion2 127725 2.04639E13
higado 257E+02 [+ | 2.60E+00] 771[s- 0.8 20601 374+ 0.04|higado 125091 2.06826E-13
bazo 1288401 [+ | 570801 0.3+ 0@ 011485 2.33[s 0.15[bazo 128254 2.02282E13]
[corazon 230E+01 [+ | 7.605D1 085+ 0. [XE 253+ 0.12|comzon 128351 2.05642E-13
[me 480E+00[+ [ 3.80Em1 0.14[+- 001 005512 261[+- 0.20[imo 12257 1.9639E 13
caratrn 3456401 [+ [ 950601 1.04+- 0.8 048233 2.24[s- 0,06 cambro 1074.10) 1.72091E13]
raon 2152403 [+ | 5308400 3457+ 0.8 364855 2.88[+- 0.01[monomganc] 106826 1.70834E 13|
exesior S21E+03[+ | 1708401 051 4371145 0.57]+- 0.00]exerior 261 5.2249E 15|
amma93.3 keV_|rion E0E+01[+- | S.B0ED1 03]
rifignZ BOE+01 [+ | 9.506-01 0.7
higado B1E+02 [+ | 2.00E +00 1.0 20601 5[+ 43|
bazo TIELO[+- | 58060 0.3 011455 5[+ 58]
[corazon MED [+ | 7.80ED 0.3 0.156] e i
[fme 156400+ | 3.70ED 0.15 005512 E3[a &3
[ceretro E2EL01[+ | 85080 [Ed 048233 B &
raon ATIEAD3 [+ | 5306400 TZB BT [+~ EL: 364855 [ 0.10]
exteror SIE+03 [+ | 1.T0E+01 3662 33+~ EE 371185 T2 001
[gamma 185 keV__[nnoni 730N [ | 1.90E+00| 0212 1652 CE] 0313] 45_%» 2|
onZ 7256401 [+ | 1.90E+00] 1548+~ EE 0313] 55 29|
higado E44E+02 [+ | 5 20E+00] 11535+~ 1.10] 20601 E@ﬁw 2]
bazo 2726401 [+ 1.|0£+oj 578+ 0.3 011455 50.15[+- 03
[corazon 4B5E+01 [+ | 1.50E+00 10,34+~ 0.2 0.15€] 52.74[+- &2
[fmo L0SE 401 [+ | 730801 230l 0.5 008512 41.78[+ &1
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raon BBIE+03[+ | 1.80E+01 1313.03[+- EX3 364655 .73+ 10]
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extedor Z10E+04 [+ S04 53+~ EE] 4871145 .04+~ 0.00]
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[mo L E1E+01 [+~ 0.2 005512 55.0[+ sEi
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ratn EE 404 [ 571 364655 52.75[+ 18]
extedor 2E 04|+ EE] 4871145 1 75}% 0z
gamma 353 keV__|rihont TE5E 02 [ CE 0313] 31 73|
rifignZ 1,866 +02 [+ 0.3 0313] 9[- FE]
higado 1245403 [+ 08 20601 18]+~ EX]
bazo B35 +01 [+ 0.1 011455 01+ 22
[corazon L 11E+02 [+ 0.13 0.156] £3[s- £
[fimo 40E 01 [+ 0.8 005512 S 53]
[ceretr | T1E+02 [+~ 0.3 046233 25[+- 50|
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[etesior 4135404 [+ 351 487 1148 397[+- o1]
Rayos X 8,62 ked_|rfon TBEER01 [»- | 770501 03 oael 9313] T2 - 1:3‘
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higade EOTE+02 [+ | 1.906+00] 0% 20601 123,02~ 0.4
Bazo I7EE401 [+ | 480801 0A 011455, 120.04)3- 200
[corazon 4BIES01 [+ | 810501 03t 0156 123,08~ EJ
[mo |38E+01 [+ | 3.30ED1 0.17 005512 125.15]- 55|
[cerstro .S0E+01 [+ | 8 70E01 08 048233 107,06~ 54
raon 2TE 403+ | 3008400 1.50) 36 4855 EEE 04
exteror .03E.+02 [+ | 1.50E+00] | 4871145, 0.52[+- 0]
Rayus X 5.0 keV _[rihon THE 401 [+ 0068 70+~ 0E 0313 5.2+ 18]
rifign2 38E+01 [+ 70]+- 008 0.313] 8.20[+- 18]
higado BIE 02 [+ 12+ 0.14 20601 2 50[+- o7]
bazo 03E+01 [+ 0]+ ooﬁl 011455 751 [+ 30|
[corazon 35401 [+ B[+ 0.06 0.15€] 0[+- =4]
[timo. E1E+01 [+ 02[e- ocgl 008512 B[+ 4]
[ceretr 0BE +02 [+ 37+~ 0.07 046233 54[+- 14
ratn BSE+03 [+ 53827+~ 024 364655 [+ o1
extedor TBE+02 [+~ EETI 0.17 4871145 13- 0]
|& Auger TEReV _[roni EESE 01 [ L R LE] 0313 0518~ 08
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[corazon STOEA0T [~ LI 0B 0156 07,25~ 7.3
[mo L20E+01 [+ 553+ 0w 005512 10756 52
[caretro 8756401 [+ 4340+ 0.38] 048233 53 87[+- &2
raion B75E+03 [+ 34542+~ 1.04] 36.4855 51.80[+ 03]
extesor 260601 [+ o.|3l+- 0@ 4871145 0. co‘+- 0]
| Auger 5.45 keV_|rifoni 75E+01 [+ 0126 78]+~ 0.0 0313] 15+~ 31
rifionZ T4E 01 [+ 75 [e- 0.10 0.313] 4] 31
higado O0E +02 [+ 23.01[+- o] 20601 B 12]
bazo TTE+01 [+ 45+~ 00 0.11485] 36[s- 50
[corazon 4T4E 401 [+ e 0.8 0156 £T[s %
[mo 13E+01 [+ | 32060 7]+~ 004 005512 B[+ 73
[cerstr S82E+01 [+ | 8.60EDN 12.37+- 0.1 048233 T6[+- 3|
raon 7B1E+03[+ | 2408400 25383+ 0.0 36 4855 i o1
extedor IBEDI-| 4 E'DE-OQI 0.05[+- 001 4871145 00 00|
T rifion TOREHZ[+ | 7T.0E+00| 03 25 0313] 719
enZ 753E+02 [+ | 7.406+00] E¥] 0313] 709
igado 4B5E+03 [+ | 1506401 1] 20601 Z17]
Bazo TTEHG2 [+ | 4506 +00] 13| 011455, 174
[corazon 4BBE+02 [+ | 5.906+00] 7.77] 015 503
fmo T25E 02+ | 3108400 EES [EEH 887
[ceretro SBEE+02 [+ | 8.40E+00] 28 048233 .45
raion TASE+D4[+ | 2408401 7] 36.4855 0. a
extesor 213E+02 [+ | 3.40E+00] 1.0 3871145 0.00]
e ES2.1keV [niont 47E+03 [+ 0.03) 0.225| 0313] £
rifionZ 42E+02 [+ 0.243] 0313] 80|
higado 45E+03 [+ 0. 20601 31
bazo 03E+02 [+ 0.15 0.11455) 30|
[corazon 165402 [ 0.158| GRES =3
[mo 4TE+02 [+ 0.105] 005512 0|
[caretro OTE+03 [+ 0.279| 048233 60|
ramn ZBE +04 [+ 0® 36.4853 02
extasior 2836402 [+ 0.123] 4871145 0.00)
|RatontExte rior 35E402]

Anexo 5. Hoja de célculo para los valores S en ratones estrés y control. (Todos los rganos
son fuente).



GOBIERNO DEL encrANDE | ISSEIMIYIT

TADO DE MEXICO
"2014. ANO DE LOS TRATADOS DE TEOLOYUCAN”

Departamento: Unidad de Ensefianza e Investigacion Centro Oncoldgico Estatal
Oficio Numero: 203F 39104/C1001/CEICOE/050/2014

Expediente: Comité de Etica en Investigacion

Asunto: Referente a la aprobacién de Protocolo

Toluca, Estado de México; a 14 de octubre de 2014

C. JORGE RAMIREZ FRANCO
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE

Una vez revisado su proyecto de investigacion titulado, “Cuantificacion mediante 67Ga-
citrato del estado inflamatorio multi-organico en el ratéon sometido a estrés fisiologico”,
en la Décima sesion del Comité de Etica en Investigacion, celebrada el dia 13 de octubre
del afio en curso, me dirijo a usted para comunicarle lo siguiente:

El proyecto ha sido aprobado para su realizacion dentro de las instalaciones del Centro
Oncoldégico Estatal.

Con la seguridad de que Usted pondra todo su empefio, conocimiento y comportamiento
ético en la realizacion de este proyecto, le solicito atentamente presente ante la Unidad de
Ensefanza e Investigacion Médica del C. O. E., reportes de avance con una periodicidad
necesaria para cumplir con un reporte parcial y un reporte final.

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE

DR. en C. ALBERTO E. HARDY PEREZ
PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA
EN INVESTIGACION

Ccp. Acuse
AEHP/*chm

INSTITUTO DE SEGURIDAD SOCIAL DEL ESTADO DE MEXICO Y MUNICIPIOS

Anexo 6. Oficio de aprobacién del protocolo de investigacién para desarrollar la parte
experimental en el Centro Oncologico Estatal ISSEMyM.



