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Resumen

La ingesta de alimentos altos en grasa y glutamato monosddico (GMS) se ha asociado con
alteraciones en el transporte de glucosa en tejidos y érganos. El *8F-FDG mide metabolismo
de glucosa. Sin embargo, existen pocos estudios que evaltan los cambios inducidos por la
combinacién de glutamato monosddico (GMS) y una dieta alta en grasa (DAG). Por lo que, el
objetivo del trabajo fue evaluar los cambios en la actividad metabdlica en érganos y tejidos
mediante la captacion de '8F-FDG en ratones BALB/c suplementados con una dieta alta en
grasa en combinacion con glutamato monosddico. A los grupos de estudio se les administro
BE_FDG vy se estimd la actividad metabdlica de los drganos y tejidos través de imagen micro
PET/CT y cuantificacion ex vivo (%Dl /g tejido). El analisis de las imagenes micro PET/CT se
realizd con el software Pmod. Para la captacion ex vivo, los grupos de estudio se sacrificaron
60 minutos después de la administracion de *¥F-FDG y se midio |a actividad de cada 6rgano
y tejido de interés en un contador de pozo. Las diferencias estadisticas entre grupos se

hicieron mediante un analisis de varianza ANOVA.

Los resultados de obtenidos de las imagenes y de la captacion ex vivo indicaron cambios
significativos en la actividad metabdlica en los grupos suplementados con DAG en
comparacion dieta mixta, principalmente en corazon vy tejido adiposo, sin importar el tiempo
de suplementacion. Mientras que el grupo suplementado con GMS no mostré diferencias

con respecto al grupo control (p<0.05).

En conclusién, la dieta alta en grasa en combinacion con el glutamato altera la actividad

metabdlica de los érganos y tejidos sensibles a la insulina como corazén y tejido adiposo.



Summary

Intake of high fat foods and monosodium glutamate (MSG) has been associated with
alterations in glucose transport in tissues and organs. THE 8F-FDG measure glucose
metabolism. However, few studies assess the changes induced by the combination of MSG
and HFD. Therefore, the objective the work was to evaluate metabolic activity in organs and
tissues by uptake of ®F-FDG in BALB/C mice supplemented with a high fat diet in
combination with monosodium glutamate. The study groups were give ¥F-FDG and the
metabolic activity of organs and tissue was estimated through micro PET/CT imaging and ex-
vivo quantification (% ID/ g tissue). The analysis of the micro PET/CT image was performed
with the Pmod software. For ex-vivo uptake, the study group were sacrificed 60 min after
the administration of ¥F-FDG and the activity of each organ and tissue of interest was
measured in a well counter. The differences between groups were made by an ANOVA

variance analysis.

The results of imaging and ex-vivo capture indicated significant change in metabolic activity
in HFD supplemented groups compared to mixed diet, mainly in heart and adipose tissue,
regardless of the time of supplementation. While the group supplemented with MSG

showed no differences from the group (P<0.05).

In conclusion, the high-fat diet in combination with monosodium glutamate alters the

metabolic activity of insulin sensitive organs and tissue such as heart and adipose tissue.



Capitulo 1

INTRODUCCION

La ingesta de alimentos altos en grasa y glutamato monosdédico (GMS) se ha asociado con el
sobrepeso vy la obesidad [1] [2]. El alto consumo de grasa saturada causa alteraciones como
el aumento de peso corporal, modulacién y expansién del tejido adiposo, variabilidad en la
concentracién de glucosa e insulina en plasma, concentracion de lipidos hepaticos, acidos
grasos circulatorios y resistencia a la insulina [1] [3]—[6]. El dltimo se caracteriza por
anomalias en el metabolismo de la glucosa en musculo esqueléticoy tejido adiposo [1] [6][7].
Por otra parte, el GMS es una sal de sodio del 4cido glutdmico, que se utiliza como
potenciador del sabor en alimentos procesados para promover la baja tasa metabdlica y la
frecuencia de ingesta de alimentos y en consecuencia el aumento de la masa corporal [8]—
[10]. La administracion intraperitoneal de GMS en dosis altas en roedores fetales se utiliza
como modelo animal para inducir trastornos metabdlicos [2] [5], [11]-[14]. Sin embargo,
pocos estudios han evaluado el efecto de dosis bajas de glutamato equivalentes a los niveles
del consumo humano, las cuales se consideran dentro del rango de 0.3-1 g por dia en total
[15].

El F-fluoro-2-desoxiglucosa (*8F-FDG) es un radiofarmaco analogo de la glucosa con una
vida media corta de 110 minutos y captacion celular similar a la glucosa [3]. El F-FDG se ha
utilizado para la cuantificacion directa del metabolismo de la glucosa en modelos animalesy
humanos, y ha sido ampliamente utilizado para caracterizar respuestas metabdlicas en
situaciones fisioldgicas y patoldgicas [16]. La imagen mediante tomografia por emision de
positrones (PET) se utiliza para medir de forma no invasiva y semicuantitativa la
concentracion de F-FDG, la cual refleja la actividad metabdlica del tejido segln el valor de
captacion estandar (SUV). Este valor normaliza la captacion de '8F-FDG en el tejido por dosis
inyectada por peso corporal [17], [18]. Estudios preclinicos han utilizado 8F-FDG para medir

la captacién de glucosa en modelos animales con dieta alta en grasas. En esas condiciones,
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el tejido adiposo y el musculo mostraron claras diferencias en la captacion de glucosa 8F-
FDG entre el modelo y sus controles correspondientes [3]. Sin embargo, la respuesta del
tejido a una dieta alta en grasa en combinacidn con una dosis baja de glutamato no ha sido
evaluada con *¥F-FDG. Por lo tanto, evaluar el efecto de la dieta alta en la grasa en
combinacién con una baja dosis de GMS (1%) sobre la acumulacidon de ¥F-FDG estimara de
manera indirecta la actividad metabdlica de los drganos y los tejidos que son afectados o
modulados por la combinacién de ambos suplementos. El objetivo del trabajo fue evaluar la

actividad metabdlica multiorganica de ratones suplementados con GMS y DAG con 8F-FDG.
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Planteamiento del Problema

En la actualidad, la obesidad ha alcanzado niveles de pandemia por varias razones, incluida
la inactividad y la mala alimentacion. La Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutricién
(NHANES) en el 2011, mostrd que, el 68,3% de los estudiados se consideraban con
sobrepeso (IMC >25) y el 33,9% eran obesos (IMC >30) y en consecuencia aumenta el riesgo
de enfermedades metabdlicas cronicas [19]. Una de las causas que conllevan al desarrollo
de desdrdenes metabdlicos, tales como obesidad y diabetes, se asocia con el consumo
frecuente de alimentos altamente caldricos o con glutamato monosddico, ya que se ha
demostrado que inducen alteraciones en el transporte de glucosa principalmente en
corazon, tejido adiposo y musculo. Sin embargo, hasta el momento no se ha mostrado el

efecto que causa la combinacién de ambas dietas sobre el metabolismo de glucosa.

Pregunta de investigacion
éEs posible evaluar los cambios en la actividad metabdlica de drganos vy tejidos por efecto

de la suplementacion con grasa'y GMS a través de la captacion de 8F-FDG?

Hipotesis
El cambio en la actividad metabdlica de érganos y tejidos por efecto de la suplementacién con grasa y GMS

se puede evaluar a través de la captacion de ¥F-FDG.
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Objetivos
General
Evaluar la actividad metabdlica multiorganica con '8F-FDG en ratones suplementados con

glutamato monosddico y una dieta alta en grasa.
Especificos

1. Obtener la concentracién de glucosa en sangre a diferentes tiempos para los ratones
suplementados con las distintas dietas: GMS, DAG y Mixta.

2. Obtener imagenes micro PET/CT en organos y tejidos de interés en ratones
suplementados con GMS, dieta alta en grasa y con una dieta combinada.

3. Cuantificar la captacion del *F-FDG ex vivo en los érganos de ratones suplementados
con las respectivas dietas.

4. Evaluar los cambios en la actividad metabdlica de drganos vy tejidos por efecto de Ia
suplementacién con grasa y GMS se puede evaluar a través de la captacion de 8F-

FDG.
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Capitulo 2

MARCO TEORICO

2.1 Transporte y metabolismo de la glucosa

Existen proteinas transmembranales que facilitan el trasporte de moléculas blanco (glucosa),
las cuales cambian su conformacién para llevar una molécula blanco de un lado a otro de Ia
membrana celular (Fig. 2.1). Llamados transportadores GLUT, los cuales se pueden clasificar
segln su expresion en los érganos y tejidos. En el caso de la molécula de glucosa debido a la
polaridad y a su carga tiene problemas para atravesar la membrana plasmatica por simple
difusién, por lo que requieren ayuda de las proteinas trasportadoras para cruzar la

membrana de manera eficiente a través de la membrana celular [20].

Espacio extracelular L

Proteina
D acarreadora

Espacio intracelular o

Fig. 2 1. Diagrama de difusiéon mediante las proteinas transportadoras.
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GLUT-1

Esta proteina se expresa en la barrera hematoencefalica, cerebro, placenta y rifién. Cataliza
el suministro para proporcionar el combustible necesario que cubren la necesidad fisioldgica
del cerebro mediante la generacion de trifosfato de adenosina (ATP), molécula a la cual se
le conoce “la moneda energética universal”, esta molécula se rompe vy libera la energia

almacenada que en su mayoria va al cerebro [21] [22].

GLUT-2

Este trasportador se expresa principalmente en células pancredticas y en membranas baso-
laterales de células epiteliales intestinales y renales. Este trasportador se encarga de
equilibrar la glucosa entre el espacio extracelular y matriz citoplasmatica en los niveles
glucémicos asociados a la diabetes debido a su Cinematica enzimatica (K, alto con un valor

de 17mM) [21] [22].

GLUT-3

Es el principal trasportador de glucosa a nivel neuronal, asimismo se expresa en
linfocitos/monocitos, macrofagos y plaquetas. Esta proteina se localiza en vesiculas
intracelulares que pueden ser traslocadas y fusionadas en la membrana plasmatica para

asegurar el trasporte y el metabolismo de la glucosa [21] [22].

GLUT-4

Este trasportador es dependiente de insulina, se expresa especificamente en: tejido adiposo,
corazén y musculo esquelético (tejidos sensibles a insulina). Es un importante regulador del
metabolismo de la glucosa y cuya funcién primaria es la de reducir la concentracion de la
glucosa en sangre promoviendo la captacién en las células. El estudio de este trasportador
es importante ya que estd asociado a la resistencia de insulina, asi como el

sobrepeso/obesidad y a la diabetes tipo Il [21] [22].

14



GLUT-5

Esta proteina tiene alta afinidad con la fructosa. Se manifiesta en células epiteliales
intestinales, es una ruta importante de absorcién de fructuosa dietética. Organos de baja

expresion del GLUT-5 son rifidn, cerebro, testiculos, tejido adiposo y musculo [21] [22].
GLUT-9

Es un trasportador de urato estad presente en el higado, rifiones y en el intestino. Estudios
realizados con ratones, que consiste en inactivar genéticamente el trasportador GLUT-9,
muestra problemas de hipouricemia, lo que indica que juega un papel importante en los
niveles de acido Urico, a través de su expresion en el higado que permite el acceso de urato
asuenzima degradante llamada uricasa y el rifidn al cual se le asocia la reabsorcién del urato

[21] [22].
GLUT 6-8, 10-12

Estudios en ratones indica que el GLUT-8 tiene como funcion principal la proliferacion
neuronal del hipocampo y actividad auricular cardiaca, el GLUT-12 regula la homeostasis de
la glucosa. En la tabla 2.1, se muestra la expresion de los trasportadores de glucosa GLUT

en organos y tejidos [21] [22].
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Tabla 2. 1. Expresion de los Trasportadores de glucosa (GLUT) en érganos y tejidos.

Trasportador Localizacion (tejido)
GLUT1 Todos los tejidos (cerebro, placenta, rifiones)
GLUT 2 Higado, islote pancredtico
GLUT 3 Cerebro

GLUT 4 (activado por insulina)
GLUTS
GLUT 6
GLUT 7
GLUT 8
GLUTS
GLUT 10
GLUT 11, GLUT 10

GLUT 12, GLUT 8

Musculo esquelético, corazdn y tejido adiposo
Intestino, testiculos, rifidn y eritrocitos
Bazo, leucocitos, cerebro
Higado
Testiculos y cerebro
Higado y rifién, pulmones
Higado y pancreas
Corazén y musculo esquelético

Corazény préstata

2.2 Factores que modifican la captacion de glucosa en 6rganos y tejidos

Existen diferentes factores que modifican la captacion de glucosa en organos y tejidos,

siendo la dieta uno de los principales factores. Las dietas basadas en el consumo frecuente

de alimentos densamente caldricos y/o procesados contribuyen al sobrepeso, obesidad asi

como al deterioro de la sefializacion metabdlica local o sistémica [23].
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2.2.1 Dieta alta en grasa

Un factorimportante dentro del aumento del sobrepeso y obesidad tanto en humanos como
en animales se ha relacionado con una dieta alta en grasa [24]. La grasa dietética es facil de
consumir en exceso debido a que causa menos saciedad que los carbohidratos y proteinas.
Una mayor ingesta de grasa no estimula de forma aguda el gasto de energia ni la oxidacion
de acido graso sino solo promueve su almacenamiento en el cuerpo [25]. La respuesta
adaptativa aguda a trastornos metabdlicos como el sobrepeso y obesidad tiene como
fendmeno la inflamacion, la cual es importante en el proceso de reparacion del tejido y es
vital para la viabilidad y funcién a nivel celular. No obstante, una inflamacién aguda se asocia
principalmente con trastornos metabdlicos (sobrepeso/obesidad) lo cual involucra la
activacion de vias inflamatorias y generacion de citoquinas pre-inflamatorias que pueden
disminuir la captacién de la glucosa en organos y tejidos y/o suprimir la produccion de la
glucosa hepatica estimulada por insulina. Estos efectos dan lugar al desarrollo de
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hiperglicemia [6][24]. En este mismo sentido,
bajo esta dieta se excede la capacidad de almacenamiento de lipidos en los adipocitos, lo
gue da como resultado que los acidos grasos derivados de los adipocitos y las citoquinas se
filtren en la circulacion, e incremente los niveles de colesterol, triglicéridos y acidos grasos

libres en plasma [26] [23].
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2.2.2 Glutamato monosodico

Otro de los factores que contribuyen en el cambio del metabolismo de la glucosa, es el
consumo frecuente de productos procesados, los cuales suelen incorporar una gran cantidad
de ingredientes artificiales, quimicos y aditivos alimentarios, tales como el glutamato
monosddico (GMS). El GMS es una sal sddica que se usa ampliamente como potenciador
del sabor [27]. A pesar de que la Food Drug Administration (FDA), declard que el GMS es un
compuesto seguro, su seguridad como aditivo alimentario sigue siendo debatida [28]. Se
sabe que el mecanismo de accion del GMS involucra la degeneracion de dreas inmaduras del
cerebro que no estan lo suficientemente protegidas por la barrera hematoencefdlica, tales
como las regiones que regulan la alimentacion y saciedad [29]. Por ejemplo, la
administracion subcutanea del GMS durante el periodo neonatal de ratas causa dafio
hipotalamico, y como consecuencia estos animales desarrollan varias alteraciones
metabdlicas y neuroendocrinas, lo que conduce a niveles mas altos de acumulacion de tejido
adiposo, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en la etapa
adulta [30] [27] [9]. Adicionalmente, se ha mostrado que la administracion neonatal de GMS
tiene un efecto en el metabolismo de lipidos, dando como resultado cambios en la
distribucion de grasa y termogénesis, ademas de causar esteatosis microvesicular hepatica,

inflamacién y displasia [29].

Laingesta de GMS en dosis menores a 1% en roedores han demostrado resistencia la insulina
y por ende tolerancia a la glucosa, provocando un equilibrio de energia interrumpido debido
a la palatabilidad de los alimentos que llevan como aditivo el GMS de esta manera la
sefalizacion de la leptina en el hipotdlamo y como consecuencia se tienen trastornos
metabdlicos como el caso es la obesidad y sobrepeso [15]. Sin embargo, pocos estudios han
evaluado el efecto de dosis bajas de glutamato equivalentes a los niveles del consumo

humano, las cuales se consideran dentro del rango de 0.3-1 g por dia [14].
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Por otro lado, en modelos de ratones tratados con GMS se han observado diferencias en la
expresion de la proteina GLUT-4 en tejido adiposo y musculo. En los primeros meses del
tratamiento (2 a 4 meses) la expresion de la proteina GLUT-4 en musculo esquelético,
corazény tejido adiposo blanco es mayor en comparacion con la expresion de dicha proteina
al final del tratamiento (7 meses). Este estudio sugiere que durante la administracién de
GMS se modula la expresion de la proteina, lo cual podria estar asociado con una de las

causas de resistencia a la insulina [31].

2.3 Actividad metabdlica de la glucosa

La actividad metabdlica de la glucosa, son reacciones bioquimicas que catalizan la glucosa
mediante enzimas que toman lugar dentro de las células para mantener la homeostasis vy
liberar energia en forma de ATP. Estas reacciones estan organizadas dentro de rutas
metabdlicas, las cuales estan reguladas por la concentracién y eficacia catalitica de enzimas
asi como también de la concentracion de cofactores. La captacion de glucosa en las células
se mide mediante tomografia por emision de positrones (PET) con 18-Flourodeoxiglucosa
(*8F-FDG). Estudios en humanos sanos han demostrado una mayor captacion ¥F-FDG del
tejido adiposo visceral en comparaciéon con el tejido subcutaneo y para sujetos obesos se
observd disminucion en la captacion de la glucosa en ambos tejidos. El impacto en la
captacion de glucosa en tejido adiposo refleja la actividad metabdlica y con ello proporciona

una vision fisiolégica y ayuda a la estratificacién de un riesgo cardiovascular[28] [32]—[37].

2.4 8F-FDG Y PET/CT

La tomografia computarizada por emision de positrones (PET/CT), es una técnica de
diagndstico para medir procesos bioquimicos vy fisioldgicos “in vivo”, que se ha desarrollado

rapidamente dentro de la medicina nuclear tuvo inicio en la década de 1960. Se inyecta al
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paciente un trazador llamado “radiofarmaco” que estd marcado con un radionuclido emisor
de positrones tales como 'C, 2N, °0 y *8F, con las caracteristicas de farmacocinética y
farmacodinamia del organismo. El &tomo radiactivo que libera positrones choca debido a |a
atraccion de cargas con electrones de orbitales de atomos cercanos teniendo como
consecuencia un aniquilamiento entre ambas particulas; es decir, desaparece la masa y se
crean dos fotones de energia minima de 511 keV que son proyectados en direcciones
opuestas (180°) y finalmente son detectados por los detectores ubicados en el Gantry del
equipo (Fig. 2.2), la radiacion de aniquilacion se mide mediante la técnica de coincidencia

[37] [38] [39].

Positron emission and PET scanner
positron-electron annihilation

Positron-emitting
radionuclide
@ Positron
Electron
‘;
® —>
511 keV 511 keV
amma ra L amma ra
9 Y Annihilation 9 ! \
Gamma ray
detectors

Fig. 2 2. Diagrama del sistema de deteccion de rayos gamma en un equipo PET debido a la aniquilacion de positrones.

Entre los radiofarmacos mas usados para este fin es el 8F-FDG, una molécula andloga de
glucosa usada como marcador metabdlico que ingresa a la célula, a través de diferentes
transportadores de membrana. El 8F-FDG es fosforilado por la hexoquinasa para formar 18F-

FDG-6-fosfato, el cual no es metabolizado por las enzimas permitiendo su acumulacién en
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las células, lo que proporciona un indicador de la demanda de glucosa dentro de érganos y

tejidos (Fig. 2.3). La distribucion habitual del ¥F-FDG es mayor en los tejidos con mayor

actividad metabdlica: cerebro y miocardio. En general, la 18F-FDG se acumula en los tumores

en forma proporcional a la tasa de metabolismo glucidico y mitdtico [40]{41].

Transportadores (GLUT)
.
.F DG ® FDG —
-
PLASMA Medio TEJIDOS
(Sangre) intersticial
'

® FDG
.r DG-6-P

;

Acumulacion
de FDG-6P g _
enlacélula FDG-6-P

®:oc6p

Metabolismo de la FDG]

Fig. 2 3. Diagrama del metabolismo de la glucosa y del 18F-FDG [42].

2.4.1 18F (Flour-18)

El Flour-18, es un elemento quimico de numero atdémico 9, situado en el grupo de los

halégenos, con una energia de enlace por nucledn de 7631.638 keV, masa de 18.00093

umas, vida media de 109.77 min y constante de decaimientode A = 6.314x10 3min~

tabla 3.2 muestra las caracteristicas de emision del 8F [43].

Tabla 2. 2. Caracteristicas fisicas del flour-18.

Radiacion/emision % por desintegracion

Energia promedio

Positron (B7) 96.73

Gamma * 193.46

249.8 keV
511.0 keV

Producto de la aniquilacion

. La
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2.4.2 Emisor de positrones

Los emisores de positrones tienen baja relacidon neutrén proton (n/p), por esta razéon no es

posible tener una emision alfa. El nucleo llega a la estabilidad emitiendo un positron, que no
es mas que una particula beta pero con carga positiva de 1.6x1071° C y con masa de

aproximadamente 0.000548 umas [44].

pon+et+9,

La notacidn para mostrar el decaimiento g+

A A
X = 7 4Y

El positron que se obtiene del nucleo se combina con un electron negativo y con ello da paso
a una “reaccion de aniquilacion”, dando como resultado una conversion de masa-energia
como se muestra en la Fig. 2.4 a. La conversion da lugar a dos rayos gamma con energia

minima de 511 keV [44].
Para la emisién de particulas f*, se debe cumplir la siguiente ecuacién de conservacion:
M, =My + M,+Q

Donde: M,,, My, M +y Q son las masas de nucleo padre, nucleo hijo, masa de la particula B*

y Q es la masa de la energia de reaccion.

Las particulas B*, tienen un “espectro continuo” y su distribucidén de energia cinética va desde

cero hasta una energia maxima (E,,qx) COMO se muestra en la Fig. 2.4 b [44] [45].
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Fig. 2 4. a) Esquema de aniquilacidn de un positrén con un electrén negativo y la conversion de masa a energia. b) Espectro
continto de particulas B- del fosforo-32. Energia maxima que pueden alcanzar las betas de 1.71 MeV y una energia promedio que

es aproximadamente E (promedio)=0.
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Fig. 2 5. a) Esquema de un ciclotrén. b) Tabla de nucleidos es una representacion grdfica de todos los nucleidos conocidos, ya sean

naturales o artificiales, estables o radiactivos
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2.4.3 Produccién de las particulas B+

Las particulas B, son de gran interés dentro del campo de la medicina y para la produccion
de ellas se usa un ciclotrén. Los ciclotrones son dispositivos circulares que aceleran particulas
como iones negativos (H™) y deuterones (D). Las particulas son aceleradas mediante la
accion de un campo eléctrico oscilante y un campo magnético. El ciclotrén costa de dos
placas semicirculares huecas llamadas “dees”. Las “dees”, se encuentran al vacio, debido a
la accién del campo eléctrico se aceleran los iones, en forma de espiral para ganar energia
hasta adquirir suficiente velocidad para ser desviadas por un deflector a un blanco (Fig. 2.5

a) [43]. La energia de las particulas aceleradas se obtiene con la siguiente ecuacion:
E[MeV] ~ 4.8x1073(H xR x Z)? /A

Ddénde: H es el campo magnético [Teslas], R es el radio de la drbita de la particula acelerada,

Z es el numero atdmico y A es la masa atémica de la particula acelerada.
Las caracteristicas de la produccion de radionuclidos con el ciclotrén son las siguientes [43]:

1. Los procesos de activacion usando el ciclotrén se da mediante la union de una
carga positiva al nucleo, dichos productos se encuentran por debajo de la linea
de estabilidad (Fig. 2.5 b). Para llegar a la estabilidad decae por emisién B+ y/o

captura electrénica (EC) [43].

2. Launidén de la carga positive al ndcleo cambia el nimero atéomico. Por lo tanto,
los productos de activacién del ciclotron generalmente no tiene portadores

[43].
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Los productos obtenidos en el ciclotréon son atractivos para estudios de imagen en medicina
nuclear debido a su alta relacién de emisiéon de fotones/particula, que se obtiene de las
desintegraciones B* y EC. Algunos productos obtenidos en el ciclotrén se muestra en la

Tabla 2.3, son de gran interés debido vida media corta ademas de facil marcado bioldgico

[43].
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Tabla 2. 3 Radionuclidos que se producen en un ciclotrén.

Producto Modo de Reaccién de Abundancia Energia limite
decaimiento produccién comn natural del (MeV)
isotopo blanco
(%)
e Bt EC YN, a)tC 99.6 3.1
YR, n)tc 19.9 0
1By B* %0@p, )N 99.8 5.5
2¢(D,N)*N 98.9 0.35
150 gt 1N (d,n)'50 99.6 0
15N(p, n)150 0.37 —
8 B*, EC 80 (p, n) 1°F 0.20 2.57
ONe(d, a)'8F 90.5 0
*Ga EC, v 8 Zn(p,2n)%" Ga 18.8 5.96
g, EC,y 109Ag(0c, Zn)lllln 48.2 .
111Cd(p, n)lllln 12.8 —
123] EC,y 122Te(d, n) 123] 26 .
124Te(p, 3n)1231 4.8 —
201y EC,y 201Hg(d, 2n)201Tl 13.2 .
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Capitulo 3

METODOLOGIA

3.1 Administracion de dietas y cinética del peso corporal

Se emplearon ratones machos BALB/c de 12-14 semanas de edad, los cuales se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura (18-21 °C), humedad relativa (50%) y ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Los ratones se alimentaron ad libitum con dietas especificas (n=9 por
cada grupo): dieta con glutamato monosdédico al 0.1%, dieta alta en grasa (60% de calorias
derivadas de grasa), dieta mixta (grasa 60% y GMS 0.1%) y dieta estandar (Rodent Diet 5010,
13.5% de calorias derivadas de grasa) como grupo control. Los grupos fueron evaluados
durante seis meses considerando la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999 y NOM-033-
SAG/Z00-2014. En los ratones suplementados con las dietas especificas se realizd

documentacion semanal del peso corporal.

3.2 Cuantificacion de glucosa en sangre

Se determind la concentracion de glucosa en sangre usando el equipo ACCU-CHEK Compact
Plus previo a la administracion de 8F-FDG. Las muestras de sangre se tomaron de las colas
de los ratones con 17 h ayuno, usando un glucometro con tiras reactivas Accu-chek
Performa. Se registré la concentracién de glucosa en el estado basal y posteriormente, se
prepard y administréd una solucion de glucosa al 20% via intraperitoneal (Fig. 3.1) y se
tomaron muestras de sangre a 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min. El volumen de inyeccion de

glucosa se calculd con la siguiente ecuacion [46]:

Viny = MC [g]x10[ul] de solucion de glucosa Ecuacidn 1

Donde: Vi, Es el volumen de la inyeccion y MC es la masa corporal del raton.

ny.
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Fig. 3 1. Administracién de glucosa al 20% via intraperitoneal [46].

3.3 Evaluacion de la actividad metabdlica

3.2.1 Adquisicion de Imagen micro PET/CT

Para evaluar la actividad metabdlica de los grupos de estudio, se tomaron imagenes
microPET/CT (Albira, ONCOVISION; Gem Imaging S. A., Valencia, Spain) 60 minutos después
de la administracién de '8F-FDG (7.4 MBq). Para la adquisicion de la imagen los ratones se
mantuvieron anestesiados porinhalacion con isoflurano al 2% en conjunto con aire y oxigeno
puro. Se colocaron en posicidon prona y se adquirieron imagenes a cuerpo entero. Para Ia
adquisicion de la imagen PET en 3D se tomo en cuenta el campo de vision (FOV) de 60 mm
con un total de 64 proyecciones de 30 segundos cada una hasta cubrir 360°. La adquisicién
de la imagen CT se realizd con un voltaje de 35 kV, con una corriente de 700 uA y con un
total de 64 proyecciones micro-CT. La captacion de 8F-FDG en las regiones de interés (ROls)
se expresd como valor de captacion estandar (SUV). Para obtener el SUV se usoé el software
. pmod (https://www.pmod.com/web/?page_id=345), el cual se estimo a partir de la
actividad en la region de interés (ROI) normalizada por la actividad inyectada. Con fines de
comparacion, se obtuvieron las imagenes PET/CT y SUV del grupo control. La figura 3.2

muestra el diagrama de flujo para el calculo del SUV mediante el software m.pmod.
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https://www.pmod.com/web/?page_id=345

[ Ejecuciéon de “m.pmod” ]

l

Colocar en el buscador de
internet “PMOD Online Demo”.
Una vez abierta la pagina dar
clic en la casilla “ Pmod Online”

Arrastra el archivo de la imagen

PET/CT directamente a la
ventana “view”

Ir 2 ventana que dice “VOI's"y
localizar el botén “General
Image  Manipulation”  para
cambiar la escala de colores de la
imagen y de esa manera poder
localizar los érganos al igual que
los puntos calientes de la
distribucion **F-FDG

Localizar el botén “Info & Edit” para cambiar las unidades a [kBg/cc],
posteriormente ir “External Tools” para obtener los valores del SUV

Localizar el 6rgano y en la ventana “SPHERE”

organo buscar la opcion “Isocontour”

valor del SUV

Agregar los datos de paciente
(raton), dar clic en “Calculate
(object) pintar el ROI'y para dar la forma del - Selected VOI Statistic” y
automaticamente arrojara el

Fig. 3 2. Diagrama de flujo para el calculo del SUV mediante el software n.pmod
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3.2.2 Cuantificacion ex vivo

Para cuantificar la actividad del '8F-FDG en los 6rganos vy tejido de interés, se utilizd un
Activimetro

CRC ©® -55tR, el cual se calibré con una fuente de 16.5 MBq de 8F. Se midid la actividad a
diferentes tiempos y los valores se ajustaron a la ecuacion 2, con el fin de obtener la
constante de decaimiento (A) de los datos experimentales, obteniendo una A=
6.02x1073min~t. En comparacidon con el ajuste tedrico de A = 6.314x10 >min~?, los
datos experimentales mostraron una diferencia del 1.8 % con respecto a la constante de

decaimiento del *8F (Fig.3.3) [43].

Calibracion del Contador de Pozo

] ———
* Actividad
— - Funcién de decaimiento del "F

400 k Funcién ajustada a datos experimentales | |
Q,300 |
e
5
2
2
T 200 |
<

100 [

0 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo [min]

Figura.3.3. Curva de decaimiento radiactivo para el *®Flour a diferentes tiempos.

En los grupos de estudio, con previo ayuno de 17 h, se administré 8F-FDG (300 uCi) via

intraperitoneal en el Centro Oncoldgico del Estado de México y 60 min después, los ratones
fueron sacrificados en una cdmara de CO, con flujo de 2 ml/min (Figura 3.4). Posterior al
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sacrificio, se extrajo la sangre, érganos y tejido adiposo blanco (grasa retroperitoneal,
mesentérica e inguinal), los cuales se pesaron en una balanza electrénica Modelo FA22043,
instalada en el laboratorio de Simulacion Monte Carlo de la UAEMéx. La actividad de cada
organo se midié con el contador de pozo y se corrigié por decaimiento fisico usando un
estandar de 18F-FDG (300 pCi) que representa el 100% de la dosis inyectada (Fig. 3.5). Con la
actividad promedio se obtuvo el porcentaje de actividad inyectada por gramo de tejido (%

DI/g tejido) corregida por el tiempo de decaimiento del '8F con la ecuacién 2.

A=Aje M Ecuacion 2
(! '
\,_ / B0
-

Fig.3.4. Arreglo de la cdmara de CO; para sacrificio animal
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Fig. 3.5. Esquema de correccién por decaimiento fisico.

3.4 Analisis de datos
El peso corporal, concentracién de glucosa en sangre y area bajo la curva fueron evaluadas

usando la prueba pos-hoc DUNNETT mediante comparacion de medias para determinar las
diferencias con respecto al grupo control. Para evaluar las diferencias en la captacion de *8F-
FDG en el modelo ex vivo se uso la prueba pos-hoc Tukey de comparacion multiple entre las
medias usando intervalos de confianza. Los resultados se expresan como el promedio #

desviacion estandar
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Capitulo 4
RESULTADQOS Y DISCUSION

4.1 Cinética del peso corporal y glucosa periférica

Latabla 4.1 muestra los resultados del peso corporal de los grupos suplementados con GMS,
DAG y Mixta. Para observar diferencias significativas entre los grupos de estudio, se realizd
la prueba estadistica Dunnett (P<0.05), la cual mostrd que el peso corporal de los grupos
GMS y Mixta incrementé significativamente con respecto al grupo control durante los meses
evaluados. Mientras que, el grupo suplementado con DAG se mantuvo cerca o por debajo
del peso registrado para el grupo control. Como se sabe, el alto contenido caldrico tiende a
aumentar el peso corporal [47]. Sin embargo, en este estudio el grupo suplementado con
DAG mostrd una disminucion al compararse con el grupo control. Por otra parte, estudios
previos sugieren que dosis altas de GMS tienden a incrementar el peso corporal cuando se
administra intraperitonealmente en ratones neonatos [14], mientras que la administracion
de dosis bajas por via oral, no produce ningun efecto [15]. En este estudio, se observd un
incremento en el peso corporal de los ratones suplementados con GMS a pesar de que la

administracion de GMS fue a dosis bajas (0.1%).

Tabla 4. 1. Peso corporal de los grupos de estudio suplementados con GMS, DAG y Mixta durante dos y seis meses.

Grupo Control (n=3) GMS (n=3) DAG (n=3) Mixta (n=3)
peso [g] peso [g] peso [g] peso [g]
Dia 1 30.8 30.1 30.5 30.5
2° mes 31.7+0.36 33.9+0.27* 32.2+0.21 34.5 + 0.44%
6° mes 36.8+0.47 38.2£0.29* 34.3+0.36* 37.4 £ 0.24%

*p < 0. 05 test post hoc de Dunnett.

La cuantificacion de glucosa en sangre mostrd variaciones en la concentracién a diferentes

tiempos con respecto al grupo control durante el segundo y sexto mes (Figura 4.1y 4.2). En
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los meses evaluados los grupos DAG y Mixta mostraron un incremento en los niveles de
glucosa en sangre después de 17 horas de ayuno (Figura 4.1 ay 4.2 a). Este comportamiento
también se observa en los valores del drea bajo la curva (AUC) para los grupos
suplementados con DAG y Mixta (Figura 5.1 b y 5.2 b), los cuales mostraron a los 120 min,
unincremento de ~ 2.5y ~4 veces mas que el grupo control, respectivamente. Asimismo, en
las graficas 5.1y 5.2, es evidente que la eliminacion de glucosa en sangre es diferente en los
grupos suplementados con DAG y Mixta, ya que se pueden observar picos sostenidos en los
tiempos de 15 a 60 minutos y que estan por encima del grupo control. El grupo
suplementado con GMS no experimentd variaciones en la concentracion de glucosa en
sangre con respecto al grupo control, indicando que dosis bajas de GMS no altera la
eliminacién de glucosa en sangre. Como era de esperarse, la suplementacién con DAG vy
Mixta tuvo un mayor impacto en los niveles de glucosa en sangre principalmente para el
segundo mes, sugiriendo que los grupos podrian mostrar intolerancia a la glucosa, es decir;

diabetes mellitus tipo 2.

a) b)
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< 280 - Ny
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200 - 4 @
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Fig. 4 1. Concentracion de glucosa en sangre para los grupos suplementados con GMS, DAG y Mixta (n=3) durante el segundo mes.
a) Concentracion de glucosa en sangre (mg/dL). b) drea bajo la curva (AUC) de la concentracién de glucosa en sangre (mg/dL).
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Fig. 4 2. Concentracion de glucosa en sangre para los grupos de estudio suplementados con GMS, DAG y Mixta durante el sexto
mes (n=3). A) Concentracidn de glucosa en sangre (mg/dL). B) drea bajo la curva (AUC) de la concentracién de glucosa en sangre
(mg/dL). Valores expresados en promedio * desviacion estdndar. *p < 0. 05 test post hoc de Dunnett.

4.2 Analisis de la actividad metabdlica con 18F-FDG

4.2.1 Imdgenes Micro PET/CT

La Figura 4.3 muestra los cortes axiales, coronales y sagitales las imagenes micro PET/CT. El
analisis de las imagenes micro PET/CT del '8F-FDG se realizd6 de manera semicuantitativa a
través de la estimacién del valor de captacién estandar SUV (Tabla XXX) con el fin de evaluar
la actividad metabdlica de corazén, cerebro, grasa mesentérica, retroperitoneal e inguinal.
No hubo diferencias estadisticamente significativas en el SUV de pulmones, rifones e higado,
indicando que las condiciones de suplementacion con GMS, DAG y Mixta da resultados

indistinguibles uno de otro.
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Fig. 4 3. Imagen Micro PET/CT de 18F-FDG en los ratones suplementados con CT, MSG, DAG, Mixta. La biodistribucion estd
representada en escala de colores.

Tabla 4. 2. Valores de captacion estandar (SUV) en regiones de interés en grupos suplementados con CT, MSG, DAG, Mixta.

CT GMS DAG Mixta
Organos SUV [kBg/cm?] SUV [kBg/cm?] SUV [kBg/cm?] SUV [kBg/cm?]
Corazon 1.20+£0.21 1.18+0.21 952.01+137.73 0.055 +0.007
Cerebro 1.75+0.11 0.025 +0.010 606.89 + 88.45 0.625 + 0.008
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4.2.2 Cuantificacion ex vivo

Para determinar las diferencias significativas en la captacion de ¥F-FDG en los organos y
tejidos de los grupos de estudio, se realizd la prueba estadistica post-hoc tukey. Con base en
dicha prueba, la concentracion de ¥F-FDG en sangre fue significativamente mayor en los
grupos suplementados con DAG y Mixta con respecto al grupo control durante el segundo y
sexto mes de evaluacion (p<0.05); mientras que la captacion de ¥"-FDG en sangre del grupo
GMS no mostrd variaciones con respecto a los valores del grupo control (Figura 4.4). Tales
resultados, coinciden con los niveles de glucosa en sangre registrados para los grupos DAG
y Mixta alos 60y 120 min (Figura 4.1y 4.2). Ambos estudios sugieren que, la suplementacion
con DAG y Mixta alteran la distribucion de la glucosa en sangre a érganos vy tejidos, ya que
en estos grupos la concentracion y eliminacion de glucosa, asi como del 8F-FDG presentes

en sangre, se ven significativamente modificados en comparacién con el grupo control.

La captacion de F-FDG en cerebro, corazdn, pulmones, higado y rifiones durante el
segundo y sexto mes de suplementacion con GMS, DAG y Mixta se muestra en la Figura 4. 5.
El corazdn fue uno de los 6rganos que mayor captacion de 8F-FDG presentd, seguido por el

cerebro, pulmones, higado y rifones [48].
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* estadisticamente significativos (p<0.05).
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Corazon

La Figura 4.6a muestra la captacion de ‘8F-FDG en corazon. El grupo suplementado con la
dieta alta en grasa muestra diferencias significativas (p<0.05) con respecto al grupo control,
e incluso con los grupos suplementados con GMS y con la dieta mixta. El corazon utiliza una
variedad de fuentes de energia como acidos grasos libres, lactato y cuerpos cetdnicos. En
particular, el corazon prefiere el uso de acidos grasos libres para la produccién de energia,
bajo las siguiente condicion, en estado de ayudo la captacion de glucosa es baja [49]. Para el
caso de nuestros resultados la captacion de ¥F-FDG en corazdn es baja para los grupos

suplementados con grasa, esto se relaciona con lo mencionado anteriormente.

Cerebro

La Figura 4.6B muestra la captacion de 8F-FDG en cerebro de los grupos suplementados con
dieta GMS, DAG y Mixta, las cuales no mostraron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control (p<0.05), sugiriendo que dichas dietas no producen cambios en la
actividad metabdlica cerebral. Sin embargo, estudios recientes con imagenes micro-PET
mostraron que la dieta alta en grasa tiene un efecto negativo sobre el metabolismo de
glucosa cerebral, especificamente en el tdlamo y el cuerpo estriado; los cuales fueron
disminuidos después de la suplementacion con dieta alta en grasa por nueve semanas [50].
Por otro lado, no hay estudios que evaltien con *8F-FDG, el efecto del GMS sobre |a actividad
metabdlica cerebral. Pero, estudios mencionan que el GMS en las dietas no disminuye la
funcién cerebral [51], lo cual se relaciona con los observado en el presente estudio, donde
dosis bajas de GMS (0.1%) no produjeron efectos negativos sobre la actividad metabdlica del
cerebro. La poca variabilidad en la captacién de ®F-FDG en cerebro muestra que dicho
organo requiere de un suministro continuo de glucosa, independiente de la suplementacién

con las dietas y el tiempo de exposicion [52].
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Pulmones

La captacion de '8F-FDG en los pulmones durante el segundo y sexto mes, no presento
diferencias significativas en los grupos suplementados con diferentes dietas con respecto al
grupo control (p<0.05) (Fig. 4.6C). Martinez et al. (2007) indican que los pulmones en
condiciones normales muestran un grado de captacion de *¥F-FDG homogéneo pero que con
la edad la captacion tiende a incrementar debido a procesos inflamatorios [53] [54]. No
obstante, en la Fig. 4.6C se observa que no hay una relaciéon entre la edad y la captacion de

18F-FDG.
Higado

La Fig. 4.6D muestra la captacidn 8F-FDG en higado, la cual mostré incremento en los grupos
suplementados con DAG y Mixta, mientras que el GMS no presentd cambios significativos
con respecto al control (p<0.05). En el segundo mes, los ratones suplementados con DAG
registraron un aumento en la captacion de ~ 2. 4 veces mas con respecto al grupo control
mientras que, para el sexto mes el incremento fue ~ 1.4 veces. Sin embargo, para los ratones
con dieta mixta los cambios significativos en la captacion fueron Unicamente observados en
el sexto mes, mostrando un incremento de 1.5 veces mas que el control. Zabielski P. y cols.
(2017), mencionan que el higado juega un papel importante dentro de la regulacién del
metabolismo de la glucosa vy lipidos; por lo que la alta captacion de ®F-FDG probablemente
refleja que el higado es metabdlicamente activo en la conversion de glucosa a glucégeno
[55]. Por otro lado, se sabe que los acidos grasos almacenados en higado tienden a aumentar
la concentracion de glucosa en sangre [56]. Este aumento de glucosa concuerda con los
resultados obtenidos anteriormente (Figura 4.1y 4.2) y con la alta acumulacién de ®F-FDG
en sangre (Fig. 4.4) en los grupos suplementados con DAG y Mixta, indicando que
posiblemente la alta concentracion de glucosa en sangre de dichos de grupos de estudios es
un reflejo de la alta acumulacién de acidos grasos en higado derivados de las dietas DAG y

Mixta.

40



Riflones

Recientemente se ha prestado atencién en el impacto que tiene el consumo de dietas
altamente caldricas en la alteracion de la funcion renal. Muhammed E.A. y Cols. (2008),
sefialan que, la administracion de dietas altas en grasa conduce a una atrofia renal, tanto
fisiolégicamente como funcional [57]. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, Ia
respuesta que se obtuvo al suplementar ratones con DAG y Mixta incrementd
significativamente la captacion de *¥F-FDG en ambos meses en comparacién con el grupo
control (p<0.05) (Figura 4.6E), la cual no reflejan una disminucién en la funcion renal. Park S.
y Cols. (2014). Menciona que la disminucién de la funcién renal se observa cominmente con
la edad, sin embargo en la Fig. 4.6E, no se muestran cambios significativos en la captacion

con respecto al tiempo [54].

Tejido adiposo

EnlaFig.4.7Ay 4.7B, se observa la captacion de 8F-FDG en grasa inguinal, grasa mesentérica
y retroperitoneal correspondiente al segundo y sexto mes de suplementacion con GMS, DAG
y Mixta. La captacion en grasa inguinal no mostré diferencias significativas entre los grupos
suplementados tanto en segundo y sexto mes, mientras que la captacién en grasa
mesentérica y retroperitoneal fue variable entre los grupos de estudio y el tiempo de
suplementacién. Para el segundo mes, la captacion de 8F-FDG en grasa mesentérica fue
mayor en los grupos DAG y Mixta mientras que para el sexto mes la captaciéon fue
significativamente menor que el control e incluso que GMS (p<0.05). En la grasa
retroperitoneal, la captacion fue significativamente menor que el grupo GMS y control
independientemente del mes de suplementacién (p<0.05). Estos resultados sugieren que la
grasa mesentérica tiende a ser mas susceptible a la dieta alta en grasa y/o en combinacion
con GMS. Diferentes estudios muestran que el tejido adiposo puede ser modulado en

respuesta a la suplementacién con dieta alta en grasa produciendo alteracion en el
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transporte de glucosa inducida por la translocacion en los trasportadores de glucosa activos

o hipertrofia en los adipocitos [31].
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Los cambios en la actividad metabdlica en los érganos (corazén, cerebro, pulmones, higado
y rifiones) muestran mayor impacto en corazén e higado y principalmente para los grupos
suplementados con dietas altas en grasa, debido a que, se relacionan estos dos érganos con
la produccion de acidos grasos y su uso para la obtencion de energia. Incluso rifiones
muestran captacion de BF-FDG, debido a que es un dérgano secretor. La captacidon de F-
FDG en tejido adiposo muestra los cambios metabdlicos en mesentérica y retroperitoneal
principalmente, Carvalho P. P. y cols., menciona que, debido a las dietas altas en grasa se
produce alteracion en el trasporte de glucosa inducida por la translocacién en los

trasportadores de glucosa activos o hipertrofia en los adipocitos [31] .
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

La captacion de '8F-FDG, permitid evaluar los cambios en la actividad metabdlica de 6rganos
y tejidos derivada de la suplementacion con GMS, DAG y Mixta. La dieta alta en grasa y en
combinacién con el glutamato monosddico tiene mayor impacto en la modificacién de Ia
actividad metabdlica del corazdn vy tejido adiposo. Sugiriendo que los grupos que muestran
cambios podrian no responder a la insulina con normalidad y con ello relacionarse con

trastornos metabdlicos, como diabetes mellitus tipo 2.
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