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1. RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), se encuentra estrechamente asociada con la obesidad y
se ha convertido en un problema importante de salud en todo el mundo. En México la
prevalencia de esta enfermedad oscila entre 21 y 60% de la poblacion adulta obesa. En general,
este padecimiento se trata farmacolégicamente, sin embargo, también se ha sugerido el uso de
dietas que disminuyen los factores de riesgo. Los acidos grasos omega 3 (»-3) y el acido linoleico
conjugado (CLA) han suscitado gran interés por los efectos benéficos que generan en pacientes
diabéticos. En este trabajo se analizo el efecto de los acidos grasos -3 y CLA sobre la glicemia,
metabolismo de lipidos, composicion de acidos grasos, insulina de islotes pancreaticos y dafio al
pancreas en un modelo de DM2. Se realizé un seguimiento de DM por mediciones de glucosa en
sangre durante 18 semanas y se comprobo el desarrollo de la DM2 en ratas wistar. El grupo con
DM2 presentd niveles elevados de glucosa hasta el final del tratamiento (307 mg/dl), por un
lado, los grupos de ratas diabéticas suplementadas con »-3 mostraron un marcado control de la
hiperglicemia (104 mg/dl) mientras que los animales sometidos a dieta suplementada con CLA no
controlaron los niveles de glucosa. En ratas diabéticas de 2 meses de edad (con 156 mg/dl de
glucosa) al ser tratadas con acidos grasos -3 disminuyeron los niveles de glucosa hasta niveles
normales (81 mg/dl). En metabolismo de lipidos, se encontré que la diabetes induce varios
cambios, por ejemplo, los triglicéridos en suero se elevaron por un aumento en el catabolismo
de lipidos. Por su parte, los acidos grasos m-3 también aumentaron el contenido de triglicéridos
en suero, probablemente a través de promover la movilizacion de grasas del tejido adiposo. ELl
grupo con diabetes y alimento de acidos grasos ®-3 mostré la mayor acumulacion de colesterol
en higado. En suero, el colesterol se increment6 en los grupos diabéticos con DHC (con o sin
suplemento de ®-3), asi como en las ratas normales con solo DHC, lo cual significa que
independientemente de la diabetes, la DHC aumenta el colesterol en suero. Por su parte el CLA
en la DM2 no mostré cambios en el metabolismo de lipidos con respecto a ratas diabéticas sin

este suplemento.

En cuanto a la composicion de acidos grasos se observé una disminucion en el porcentaje
de acido araquidonico de ratas diabéticas, probablemente asociado a la disminuciéon en la
actividad de la A-5 y A-6 desaturasas. Por el contrario, la DHC incremento el porcentaje de acido
araquidonico, lo cual, podria resultar potencialmente nocivo al aumentar el sustrato para la
formacion de prostaglandinas y leucotrienos. Por su parte, los acidos grasos o-3 disminuyeron el

porcentaje de acido araquidénico en hepatocitos, el mecanismo de accion no se conoce, sin



embargo, se ha sugerido que estos acidos grasos facilitan la incorporacion de acido araquidonico

a triglicéridos plasmaticos.

El dafo generado al pancreas de ratas diabéticas fue mayor en presencia de DHC, puesto
que se encontré una necrosis severa de este tejido. El contenido de insulina incremento con el
suplemento de ®-3, el CLA lo aument6 hasta llegar a niveles normales mas no fue condicion
suficiente para controlar la glicemia de ratas diabéticas. El mecanismo de accién de los acidos
grasos -3 va mas alla del increment6 en la sintesis de insulina, quizas actlan por medio de la
activacion de factores de transcripcion que ademas de regular la produccion de insulina, regulan

la sintesis de glucotransportadores y receptores de insulina.

En conclusion, se logré el desarrollo de diabetes tipo 2 en ratas wistar, con niveles de
hiperglicemia que van de moderados a severos. Se encontrd que los acidos grasos -3 controlan
la hiperglicemia hasta niveles normales. La DM2 modifica la composicion de acidos grasos en

higado y rifiidn, asi como la concentracion de triglicéridos en suero.



2. INTRODUCCION

2.1 DIABETES

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo heterogéneo de trastornos y se
caracteriza por una concentracion anormalmente alta de glucosa en la sangre. Las causas
de la hiperglicemia son principalmente deficiencia en la secrecion de insulina o
resistencia de las células del cuerpo a la accién de ésta. A menudo, ademas de
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, también ocurren alteraciones en el

metabolismo de lipidos y proteinas (LeRoith et al., 2003).

La insulina es una hormona producida en el pancreas, particularmente en las
células beta de los islotes de Langerhans. Estimula la captura de glucosa por parte de la
mayoria de las células manteniendo asi el nivel adecuado de glucosa en sangre. En la DM
la insulina no es secretada en cantidades suficientes o bien no estimula eficientemente a
sus células diana. En consecuencia, los niveles de glucosa sanguinea se elevan. Al
reducirse la entrada de glucosa a las células la hidrélisis de triacilglicerol, la oxidacion de
los acidos grasos, la gluconeogénesis y la formacion de cuerpos cetonicos se aceleran vy,
en una condicion conocida como cetosis, los niveles de cuerpos cetonicos en la sangre se
vuelven anormalmente altos. Dado que los cuerpos cetonicos son acidos, su elevada
concentracion provoca la excrecion en exceso de H' por la orina. Esta excrecion va
acompanada de Na*, K*, PO;" y H,0, causando una disminucién en el volumen sanguineo y
una grave deshidratacion que se combina con la deshidratacion resultante del efecto
osmotico de la elevada concentracion de glucosa en sangre; la sed excesiva es un sintoma
clasico de la diabetes (Voet y Voet, 1990).

Los sintomas de la hiperglicemia crénica incluyen polidipsia, poliuria, polifagia y
pérdida de peso, ademas de la susceptibilidad a ciertas infecciones. Las complicaciones
que se generan a largo plazo incluyen retinopatia con pérdida potencial de la vision,
neuropatia periférica y nefropatia diabética, llevando al paciente a un fallo renal severo.
También se puede observar dano gastrointestinal, genitourinario, cardiovascular y
disfuncion sexual (LeRoith et al., 2003).



Los pacientes con diabetes presentan una marcada incidencia de aterosclerosis y
enfermedad cerebrovascular, ademas de hipertension y otras anormalidades en el

metabolismo de lipoproteinas (LeRoith et al., 2003).

El nimero de diabéticos aumenta de manera significativa en el mundo entero por
lo que se esta convirtiendo en la enfermedad del siglo XXI; asi mismo, es uno de los
principales problemas de salud en México y su prevalencia oscila entre 21 y 60% de la

poblacion adulta obesa (Castro y Liceaga, 2002).

2.2 CLASIFICACION

En 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG), de los Institutos Nacionales de
Salud, en Estados Unidos, publicé la clasificacion de la diabetes mellitus y otras

categorias de la intolerancia a la glucosa (Islas y Revilla, 2002).

La clasificacion propuesta es la siguiente:

DIABETES MELLITUS

- Diabetes mellitus dependiente de insulina o tipo 1 (DMID)

- Diabetes mellitus no dependiente de insulina o tipo 2 (DMNID)
No obeso
Obeso

- Diabetes asociada con otras situaciones o sindromes
Enfermedad pancreatica
De etiologia hormonal
Inducido por sustancias quimicas o farmacos
Anormalidades del receptor de insulina

Sindromes genéticos

- Diabetes mellitus gestacional (DMG)



La NDDG reconocié la DM como un sindrome, es decir, un grupo de enfermedades que
se caracterizan por hiperglicemia e intolerancia a la glucosa basada en la investigacion
cientifica de este sindrome heterogéneo. Sin embargo, en esta época se habian
descubierto muy pocos indicadores genéticos de DM, y los conocimientos sobre la base

inmunitaria de muchos casos de DM tipo 1 eran rudimentarios (Maureen, 2003).

En 1996 y 1997 la American Diabetes Association cre6 un comité de expertos que
estudio los resultados de investigacion obtenidos durante los Gltimos 20 afos y propuso
algunos cambios en la clasificacion de NDDG-OMS. Las caracteristicas principales de los

cambios en la clasificacion fueron las siguientes:

Eliminacion de los términos diabetes mellitus insulinodependiente y diabetes
mellitus no insulinodependiente y de sus acronimos, IDDM y NIDDM. Sin embargo
se postulo que se conservaran los términos diabetes tipo 1y tipo 2.

- Inclusion dentro de la diabetes de tipo 1 de variedades de diabetes en que ocurre
destruccion de células beta pancreaticas, como los casos con causa
autoinmunitaria y los casos de causa desconocida (The Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997 and The Expert Committee

on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2004).

2.3 DIABETES TIPO 1

La Diabetes tipo 1 (DM1) es consecuencia de la destruccion de células beta lo que
lleva a la deficiencia absoluta de insulina. Esta variedad representa el 10% de los
pacientes diabéticos del mundo occidental, se puede manifestar a cualquier edad,
aunque es mas comun en nifos y adultos jovenes (Islas y Revilla, 2002). En estas
personas, la enfermedad se caracteriza por el comienzo repentino de sintomas intensos,
la necesidad de administrar insulina exdgena para conservar la vida y la tendencia a la

cetosis, incluso en estado basal (Maureen, 2003).

Dentro de este tipo de diabetes destaca la variedad autoinmunitaria, la cual, se
caracteriza por la destruccion autoinmunitaria de las células beta productoras de

insulina en los islotes pancreaticos, asi como la presencia de anticuerpos contra insulina



o anticuerpos contra la descarboxilasa del acido glutamico. Algunos elementos genéticos
constituyen factores de riesgo importantes y quiza algunos factores ambientales
desencadenan la lesion inicial de la célula beta y después apresuran el proceso

destructivo (Concannon et al., 1998).

La DM1 también comprende los casos en que no se conocen las causas de la
destruccion de las células beta, pero al parecer no es regida por mecanismos
inmunitarios. Esta categoria comprende un grupo muy reducido de pacientes con DM1;
probablemente es hereditaria pero no esta ligada a los genes de histocompatibilidad. Los

pacientes experimentan diversos grados de deficiencia insulinica (Maureen, 2003).

2.4 DIABETES TIPO 2

Este tipo de diabetes comprende alrededor del 90% de los pacientes diabéticos. A
diferencia de la DM1 los pacientes con DM2 no dependen de insulina exogena para su
control (Maureen, 2003). En cuanto a la insulina, suele existir deficiencia en su secrecion
o resistencia de las células del cuerpo a la accion de esta hormona, lo que lleva a un

cuadro de hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa (Bennett, 2003).

La evolucion natural de la DM2 sigue un curso congruente con las relaciones entre
los valores de insulina y glicemia. En individuos normoglicémicos con resistencia a
insulina se observa inicialmente un marcado incremento de esta hormona, lo cual, es
producto de una reaccion compensadora al aumento de resistencia a insulina
intracelular (Lillioja et al., 1998). Ello a su vez origina pequenos incrementos en las
concentraciones de glucosa circulante. Conforme la resistencia a insulina se agrava, la
tolerancia a la glucosa disminuye hasta que finalmente se manifiesta una intolerancia
severa. Posteriormente la descompensacion que culmina en diabetes se vincula con un
decremento de la secrecion temprana de insulina debido a un fallo en la funcion de las
células beta (Saad et al.,1991).

Todas estas alteraciones en la DM2 resultan de una combinacién de factores
genéticos y no genéticos cuyas consecuencias son la resistencia a insulina y/o la

deficiencia de esta. No se conocen los genes especificos, pero se les investiga de manera



intensiva. Algunos de los factores no genéticos son la edad avanzada, el consumo
excesivo de calorias, sobrepeso, adiposidad central, vida sedentaria y bajo peso al nacer.
Es muy probable que las causas sean factores ambientales que se anaden a la
predisposicion genética. Los principales factores que se sabe contribuyen al desarrollo de

esta enfermedad han sido obesidad y actividad fisica reducida (Bennett, 2003).

La obesidad es el factor determinante en la incidencia de DM2 pues se considera
que antecede a la aparicion de esta enfermedad en sujetos con predisposicion genética.
En diferentes estudios de individuos obesos se ha encontrado una prevalencia de diabetes
mellitus del 10 al 20% (Beck-Nielsen y Hother-Nielsen, 2003). Sin embargo, la importancia
de la obesidad radica no sélo en su elevada prevalencia, sino en su relacion con otras
alteraciones metabdlicas y enfermedades como diabetes mellitus, hiperlipidemia,

hipertension arterial sistémica y algunos tipos de cancer (Islas y Revilla, 2002).

La hipersecrecion de insulina es un signo temprano en obesos no diabéticos; tal
fendomeno es necesario para compensar la resistencia metabdlica a la insulina que resulta
del consumo excesivo de alimento. La secrecion de insulina puede disminuir con el
tiempo en los obesos que terminan por mostrar hiperglicemia. Tal decremento en la
funcion de las células beta podria ser de origen genético (Porte, 1991). El papel de la
obesidad todavia se discute, aunque se ha incorporado como parte del sindrome
metabolico (SM) y ciertamente se asocia con resistencia a la insulina (Ludvik et al.,
1995).

El sindrome metabolico es una asociacion de alteraciones metabdlicas tales como
dislipidemias (aumento de colesterol y/o triglicéridos en la sangre), obesidad,
hipertension arterial, resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa, entre otras
alteraciones y se considera como un factor de riesgo para el desarrollo de la DM2. El
incremento insidioso en los elementos del SM, son los responsables de la actualmente

considerada epidemia mundial de diabetes tipo 2 (Reaven, 1991).

Las personas con este tipo de diabetes, sin un control adecuado, tienen mayor
riesgo de desarrollar varias complicaciones médicas, tales como enfermedades cardiacas

y renales, entre ellas la hipertension (Lifshitz, 2002). Durante estas alteraciones es



importante hacer algunas consideraciones dietéticas. Por ejemplo se debe tener como
objetivo que las concentraciones de lipidos sanguineos (colesterol y triglicéridos) sean
normales. Asimismo, es importante el control de la tension arterial, la cual esta

ampliamente asociada con la diabetes (Lifshitz, 2002).

2.5 METABOLISMO DE LIPIDOS EN LA DM2

La DM causa un estado de hiperlipidemia, lo cual tiene graves consecuencias ya
que contribuye al desarrollo de otras complicaciones (Anders y Sima, 2000). La
alteraciéon mas comun es la hipertrigliceridemia que, de manera habitual, cursa en
forma conjunta con niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y con valores
normales o discretamente elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Islas y
Revilla, 2002). En la DM2 se estimula la produccion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) en el higado, debido a las concentraciones elevadas de glucosa, insulina
y acidos grasos libres (FFA) en particular por depodsitos abdominales con aporte directo
al higado. Ademas, la resistencia hepatica a la insulina puede aumentar la secrecion de
lipoproteinas y también puede incrementarse el recambio de las particulas de VLDL
plasmaticas. La consecuencia de todo lo anterior puede ser un incremento de las
concentraciones de tales particulas en el plasma y disminucion de las concentraciones
de lipoproteinas de alta densidad en dicho medio (HDL), un perfil de lipoproteinas
aterogenas que tal vez contribuya a la mayor mortalidad por enfermedades

cardiovasculares en obesos diabéticos (Howard et al., 1987).

2.6 MODELOS EXPERIMENTALES DE DM2

La DM2 es una enfermedad heterogénea relacionada con susceptibilidad genética
y estilo de vida, lo que dificulta el establecimiento de modelos experimentales que
pudieran ayudar al entendimiento de la patogénesis y al desarrollo de nuevos

tratamientos (Zhang et al., 2003).

Los modelos de diabetes tipo 2 mas utilizados son la pancreatectomia parcial y la

destruccion quimica de las células beta del pancreas por medio de estreptozotocina



(STZ). Ambos métodos originan hipoinsulinemia, hiperglicemia y resistencia consecutiva
a la insulina causada por un defecto en el transporte de glucosa (Shepherd y Kahn,
2003).

La STZ ingresa a las células B del pancreas a través del transportador GLUT 2. Una
vez en el interior de las células se metaboliza y se libera oxido nitrico (NO), el cual es el
principal responsable del efecto citotoxico de la STZ. Ademas del NO, se forman
especies reactivas de oxigeno como peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo, todos
ellos se encargan de inhibir el ciclo de krebs y limitar la formacién de ATP, ademas de
contribuir a la fragmentacion del DNA. Estos eventos dan como resultado la inhibicién en
la sintesis de insulina y su secrecién y posteriormente daran lugar a la muerte celular
(Szkudelski, 2001).

La STZ se utiliza cominmente para generar modelos de DM en ratas adultas.
Particularmente para el desarrollo de DM2, se han estudiado varios modelos en neonatos
a diferentes tiempos después del nacimiento, desde 0 hasta 4 o 5 dias de nacidas y
concentraciones de STZ hasta de 160 mg/Kg. Se ha demostrado que si las ratas son
tratadas con STZ (100mg/kg) al dia 2 de nacimiento, se genera una severa destruccion
de células B. Posteriormente, los neonatos tienden a regenerar de manera parcial dichas
células permitiendo asi la baja produccion de insulina y con ello el desarrollo de un
modelo de DM2 (Areas et al., 2003).

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la DM2 se encuentra
estrechamente relacionada con obesidad, pues una de las causas de resistencia
insulinica en el ser humano son las concentraciones altas de acidos grasos libres.
Asimismo en modelos animales, el consumo abundante de grasa origina obesidad lo que
se vincula con una mayor resistencia a insulina. Los niveles de insulina plasmatica
pueden ser bajos, normales o altos, segin la duracion de la dieta. De la misma manera,
la magnitud de la resistencia a insulina también depende de la composicion de acidos
grasos (Shepherd y Kahn, 2003).

Un modelo experimental que relacione obesidad y DM2 es un sistema en el que se

puede estudiar los mecanismos o los parametros que participan en el desarrollo de la



DM2, y al mismo tiempo donde se puede probar diversos tratamientos que lleven al

control de esta enfermedad.

2.7 TRATAMIENTO

En general, el tratamiento de la DM2 esta basado en cuadros farmacologicos tales
como antihiperglucémicos orales que disminuyen la resistencia a insulina, secretagogos
que incrementan la secrecion enddgena de insulina o bien, analogos de insulina que
sustituyen la secrecion endogena por su administracion exdgena (LeRoith et al., 2003).
Sin embargo, también se ha sugerido el uso de diferentes dietas que disminuyen los
factores de riesgo tales como la obesidad, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, e
hipertension. Estas dietas suelen ser bajas en acidos grasos (FA) saturados y ricas en
poliinsaturados (PUFAs), donde estos Ultimos se han relacionado con una disminucion en
el desarrollo de la enfermedad (Voet y Voet, 1990). Se ha observado, por ejemplo, en
esquimales que a pesar del consumo elevado de colesterol y grasa muestran una
incidencia muy baja de enfermedades coronarias y trombosis (Voet y Voet, 1990). El
consumo de animales marinos los provee de una proporcion mas alta de grasas
insaturadas que la que le provee la dieta occidental tipica. Uno de los acidos grasos que
se encuentra mayoritariamente en los peces de agua fria es el acido eicosapentaendico
(EPA), el cual, pertenece a la familia de los acidos grasos -3 (FA ®-3). Al parecer, estos
acidos grasos inhiben la formacion de prostaglandinas de la serie 2, las cuales en su
mayoria son potentes vasoconstrictoras y algunas estimuladoras de la agregacion
plaquetaria. Ademas diminuyen los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma (Voet, y
Voet, 1990).

Debido a los efectos benéficos que se han observado, los FA ®-3 han despertado
gran interés en el tratamiento de la DM2. Estudios recientes sugieren que el tratamiento
de ratas diabéticas con FA »-3 controla los niveles de glucosa y de lipidos, previene el
estrés oxidativo y mejora la actividad de enzimas antioxidantes endogenas en varios
tejidos (Hunkar et al., 2002). También se ha reportado que tienen efectos benéficos en
la hipertension arterial de pacientes diabéticos, disminuyendo la presion arterial
sistolica, diastolica y media (Nasiff-Hadad y Merifio-Ibarra, 2003). Aunque se desconoce
su mecanismo de accion, se conoce que el EPA es un precursor de leucotrienos de la serie

5, estos Ultimos son compuestos con actividades fisioldgicas sustancialmente inferiores



que la de sus contrapartes derivadas del araquidonato. Ello sugiere que una dieta que
contenga estos acidos grasos deberia disminuir la extencion de las respuestas

inflamatorias mediadas por las prostaglandinas y leucotrienos (Voet y Voet, 1990).

Asi como los acidos grasos m-3 han resultado benéficos en el tratamiento de la
DM, el acido linoléico conjugado (CLA) del que tampoco se conoce su mecanismo de
accion, ha sido investigado por sus efectos potencialmente benéficos en prevencion y
tratamiento de enfermedades tales como, cancer, aterosclerosis, obesidad y DM2 (Taylor
y Zahradka, 2003). Existe evidencia de que en ratas no obesas el CLA puede prevenir el
desarrollo de hipertension arterial (Inoue et al., 2004). Asimismo, se ha encontrado
recientemente que el CLA administrado a ratas Zucker diabéticas mejora la sensibilidad a

insulina (Simoncikova et al., 2002).



3. ANTECEDENTES

Se prob6é el efecto del acido eicosapentaendico (EPA) en un modelo de
insulinoresistencia e hipertension en ratas Wistar, y se observé normalizacion en los

niveles de insulina y glucosa sanguinea (Mori et al., 1999).

En un estudio sobre el efecto del EPA en un modelo de DM2 e hipertrigliceridemia,
se observé una reduccion de lipidos plasmaticos, triacilglicéridos hepaticos y depdsitos de
grasa abdominal, ademas de mejorar la intolerancia a la glucosa. Estos datos muestran
gue la administracién de una dieta prolongada con EPA puede ser efectiva en la

prevencién de la insulinoresistencia (Minami et al., 2002).

En un modelo de DM2 se observod un control en la hemoglobina glucosilada asociado
a una elevacion de la concentracion de insulina sanguinea posterior a la administracion
de omega-3 en la dieta, estos datos sugieren que dichos acidos grasos modifican la

secrecion de insulina (Sullivan et al., 1990).

En un modelo de insulinoresistencia en ratas, se observé que al sustituir con &cidos
grasos m-3 el 10% de una dieta rica en grasas saturadas (70cal%), hubo una mejoria en la
accion de la insulina y se encontro un decremento en los niveles de triglicéridos, acidos

grasos libres y glicerol en higado y musculo esquelético (Simoncikova et al., 2002).

Por otro lado, se encontrd que el suplemento de EPA, acido alfa-linolénico y acido
docosahexaendico (DHA), previenen la DM inducida con aloxana en animales
experimentales ademas de atenuar el estrés oxidativo que ocurre en esta enfermedad
(Suresh y Das, 2003).

En humanos con DM e hipertensién arterial, el consumo de los acidos grasos ®-3 en
dosis moderadas (hasta 3 g/dia) produce efectos benéficos en el estado general del
individuo (Nasiff-Hadad y Merifio-lIbarra, 2003). En forma similar, estudios del efecto del
CLA sobre la hiperinsulinemia y la tolerancia a glucosa en ratas zucker prediabéticas,
reportan mejorias en dicho modelo. Asi, se concluy6 que el CLA podria ser utilizado como

una terapia para la prevencion y tratamiento de DM2 (Houseknecht et al., 1998).



Asimismo, la alimentacién de ratas espontaneamente hipertensas con una dieta rica en
CLA evitd el incremento de la presion arterial significativamente (Inoue et al., 2004).

Este estudio nos lleva a pensar en la capacidad del CLA para prevenir el desarrollo de la
hipertension en la DM.



4. OBJETIVOS

4.1. General

e Investigar la participacion de los &cidos grasos -3 y CLA en un modelo experimental
de Diabetes Mellitus tipo 2.

4.2. Particulares

e En un modelo de Diabetes Mellitus tipo 2, generado por inyeccion intraperitoneal de
STZ (100 mg/kg):

- Administrar acidos grasos o-3 6 CLA como suplemento en la dieta.
- Observar el efecto de una dieta hipercalorica con y sin suplementos de &cidos
grasos m-3 6 CLA.

- Realizar un seguimiento de peso y glucosa.

e En ratas wistar a las 15 semanas de tratamiento:

- Evaluar el contenido de colesterol y triglicéridos presentes en suero.

- Evaluar la cantidad de colesterol, triglicéridos y proteinas en higado.

- Analizar la composicion de acidos grasos en higado y rifion mediante
cromatografia
de gases.

- Estudiar histolégicamente el dafio generado por la DM en pancreas.

- Evaluar por inmunohistoquimica el contenido de insulina presente en los islotes

pancreaticos.



5. MATERIAL Y METODOS

Los reactivos y solventes utilizados en este trabajo fueron grado reactivo y se
adquirieron de J.T. Baker, Merck y Sigma. Los reactivos para cromatografia de gases
fueron grado HPLC de la marca J.T. Baker. Los estandares de metil ésteres se
adquirieron de Sigma con una pureza minima del 98%.

Las capsulas de acido linoleico conjugado (CLA) de 1 g/capsula y acidos grasos
omega-3 (»-3) de aceite de salmon (540 mg de acido eicosapentaenoico y 360 mg de
acido docosahesahenoico/capsula) fueron obtenidas de casas comerciales y se analizaron

por cromatografia de gases.

5.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se llevo a cabo la induccion de la DM2 en neonatos machos de rata Wistar. A las
48hrs de nacidos se les indujo DM2 por inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina
(100 mg/kg de peso corporal). La mortalidad en este modelo de DM fue del 60% y se
obtuvieron 5 + 2 animales por grupo. Las ratas se mantuvieron en condiciones de
bioterio (12 h luz y 12 h oscuridad a aprox. 24°C) y se destetaron a las 3 semanas de

edad. A partir de ese momento se les aplicaron diferentes dietas durante 15 semanas.

1.- Distribucién de grupos control (n=5 + 2)

e 1A. Ctrl. Inyeccion intraperitoneal de 50 ul de buffer de citratos (BC) y dieta
normal.

e 1B. DHC. BC y dieta hipercaldrica (13% grasas saturadas y 10% de sacarosa).

e 1C. »-3. BCy dieta normal con suplemento de acidos grasos «-3.

e 1D. CLA. BCy dieta normal con suplemento de acido linoléico conjugado (CLA).



Grupo 1A “Control”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 50ul de buffer de citratos (pH 4.5). A partir del destete se les aplico la

dieta normal cuyo contenido fue de 18% de proteina, 5% de grasa y 5% de Fibra.

Grupo 1B “DHC”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 50 ul de buffer de citratos (pH 4.5). A partir del destete se le dio una
dieta hipercaloérica (DHC) que consistio en el mismo alimento que las anteriores, pero
enriquecido 13% en peso con grasas saturadas principalmente y 10% de sacarosa. Para
incrementar las grasas saturadas en la dieta se utilizd manteca, la cual se calent6 a
60°C, una vez que se alcanzo6 esta temperatura se sumergieron las croquetas durante 30
min. Para completar la DHC se incluyé 10% de sacarosa en el agua de beber. Los

animales tuvieron el agua y alimentos ad libitum.

Grupo 1C “®-3”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 50 ul de buffer de citratos (pH 4.5). Se les dio una dieta normal y
simultaneamente se les administro un suplemento alimenticio de acidos grasos -3 a una
dosis semanal de acido eicosapentaendico (EPA) de 360 mg/kg de peso corporal y acido

docosahexaendico (DHA) 240 mg/kg de peso.

Grupo 1D “CLA”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 50 ul de buffer de citratos (pH 4.5). Se les dio una dieta normal y
simultineamente se les administr6 un suplemento alimenticio de Acido Linoléico

Conjugado (CLA) a una concentracion semanal de 1.06 g/kg de peso.

Ambos suplementos (CLA y ®-3) fueron administrados oralmente con una pipeta

despachadora Eppendorf.



2. Distribucion de grupos experimentales con dieta normal (n=5 * 2)

e 2A. DM2. Inyeccién intraperitoneal de 100 mg/kg de STZ y dieta normal.
e 2B. DM2-@-3. STZ y dieta normal con suplemento de acidos grasos «-3.

e 2C. DM2-CLA. STZ y dieta normal con suplemento de CLA

Grupo 2A “DM2”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del

destete se les aplico la dieta normal.

Grupo 2B “DM2-»-3”". A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del
destete se les aplico la dieta normal con un suplemento oral de acidos grasos m-3 a una
dosis semanal de acido eicosapentaendico (EPA) de 360 mg/kg de peso corporal y acido

docosahexaendico (DHA) 240 mg/kg de peso corporal.

Grupo 2C “DM2-CLA”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del
destete se les aplico la dieta normal con un suplemento oral de Acido Linoléico

Conjugado (CLA) a una concentracion semanal de 1.06 g/kg de peso corporal.

Distribucion de grupos experimentales con DHC (n=5 * 2)

e 3A. DM2-DHC. STZ y dieta hipercaldrica (13% grasas saturadas y 10% de sacarosa).
e 3B. DM2-DHC-@-3. STZ, dieta hipercaldrica y suplemento de &cidos grasos w-3.
e 3C. DM2-DHC-CLA. STZ, dieta hipercaldrica y suplemento de CLA

Grupo 3A “DM2-DHC”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del

destete se le dio una dieta hipercaldrica (DHC) enriquecida con 13% de grasas saturadas



principalmente y 10% de sacarosa. Para la incorporacion de las grasas saturadas en la

dieta, se utilizo el mismo procedimiento que el descrito para el grupo 1B.

Grupo 3B “DM2-DHC-®»-3”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del
destete se le dio una dieta hipercaldrica (DHC) enriquecida con 13% de grasas saturadas
y 10% de sacarosa. Simultaneamente se les administré un suplemento oral de acidos
grasos -3 a una dosis semanal de acido eicosapentaenoico (EPA) de 360 mg/kg de peso

corporal y acido docosahexaendico (DHA) 240 mg/kg de peso corporal.

Grupo 3C “DM2-DHC-CLA”. A las 48 hrs de nacimiento, se les inyectaron por via
intraperitoneal 100 mg/kg de STZ disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5). A partir del
destete se le dio una dieta hipercaldrica (DHC) enriquecida con 13% de grasas saturadas
y 10% de sacarosa. Simultaneamente se les administrd un suplemento oral de Acido

Linoléico Conjugado (CLA) a una concentracion semanal de 1.06 g/kg de peso corporal.

Se llevo a cabo un monitoreo semanal de glucosa en sangre con un glucometro
marca AccuChek vy tiras reactivas, el glucometro funciona con el método de la glucosa
oxidasa. Asimismo se realizd un monitoreo semanal de peso desde el dia del nacimiento.
A las 18 semanas de edad, se llevo a cabo el sacrificio de los animales por puncion

cardiaca para la obtencion del suero, finalmente se extrajo el pancreas.

5.2. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

Lipidos en suero. La concentracion de lipidos se determind con kits enzimaticos
utilizando 10 pl de suero siguiendo las indicaciones del proveedor. El colesterol se midio
enzimaticamente por los hidroperéxidos formados de la accion de una colesteril esterasa
y el desarrollo de color de una reaccion acoplada. El kit fue adquirido de la marca
Biosystems. Los triglicéridos se midieron por un kit de la marca Spinreact, la cual, se

basa en el mismo principio de formacion de hidroperdxidos y desarrollo de una reaccion



colorida que el descrito para colesterol, con la diferencia de formacién de gliceraldehido

3 fosfato e hidroxiacetona fosfato a partir del glicerol de los triglicéridos.

Lipidos en higado. Se homogeneizaron 200 mg de tejido en 300ul de PBS y se
preparo una dilucion 1:5. Para medir triglicéridos, se tomaron 10 ul de la dilucién y para
colesterol 50 ul. La concentracion de lipidos se determind con los kits enzimaticos que
se utilizaron para el suero. Se siguio el mismo procedimiento tomando 10 ul y 50 ul de la

dilucion.

Proteina en higado. La proteina se cuantificé por el método de Bradford (1976).
Se preparo la curva de proteina con albumina (1 mg/ml) y agua bidestilada. De albumina
se tomaron 2 ul, 4 ul, 6 ul, 8 ul y 10 ul respectivamente completando un volumen de 200
ul con agua bidestilada. Para las muestras se homogeneizaron previamente 200 mg de
tejido en 300 ul de PBS y se prepard una dilucion 1:40, de esta dilucion se tomaron 5 pl
completando un volumen de 200 ul con agua bidestilada. Posteriormente a la curva de
albumina y a las muestras se les agregd 1 ml de reactivo de Bradford. Finalmente para

determinar la concentracion, se midio la absorbancia a 595 nm.

5.3. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS.

Extraccion de lipidos. Se utilizo el método de Folch et al. (1957).
Se tomd 1 g de tejido (Higado o Rifon) y se homogeneizé en 19 ml de la mezcla
cloroformo-metanol 2:1. Posteriormente se filtr6 en papel desengrasado, una vez
filtrado, se le agregd 20% de agua bidestilada. Se mezclé y se centrifugo a 2000 rpm
durante 2 min. Se retiré la fase superior mientras que la fase inferior se lavo 3 veces con
una mezcla de cloroformo-metanol-agua (3:48:47). Finalmente se recuperd la fase
lipidica y se colecté en viales de vidrio con capacidad de 20 ml. El solvente que contenia

a los lipidos fue evaporado con Nitrogeno y los lipidos fueron almacenados a -20°C.



Transesterificacion. Se utilizo el método de transesterificacion con trifluoruro de
boro al 14% en metanol de acuerdo al procedimiento descrito por Morrison y Smith
(1964).

Se resuspendieron los lipidos con 1 ml de cloroformo-metanol 2:1 y se tomaron 30 ul de
esta solucion en viales de 4 ml. Se evaporaron los solventes con gas nitrogeno.
Posteriormente se le agreg6é 500 pl de trifluoruro de boro al 14% en metanol y se puso
una atmosfera de nitrogeno. Los viales fueron colocados en bano maria a 92°C (punto de
ebullicion en la Cd. De México), dejandolos hervir durante 30 min. Al cabo de este
tiempo, se atemperd y se agregdé 1 ml de Hexano HPLC y 500 pul de agua bidestilada, se
agitd fuertemente y se colectd la fase superior que contenia los lipidos. Finalmente se

evaporo la muestra con gas nitrogeno y se almaceno protegida de la luz a -20°C.

Andlisis por cromatografia de gases. Los reactivos y solventes utilizados para
estos analisis fueron grado HPLC. Se resuspendieron los metil ésteres de acidos grasos
con 100 pl de hexano HPLC y se inyectd 1 ul en el cromatografo de gases. Se utilizo un
cromatégrafo de gases Clarus 500 de Perkin Elmer controlado por computadora,
equipado con detector de ionizacion de flama (FID) y una columna capilar omegawax de
supelco de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro interno y grosor de 0.25 mm. La flama
se mantuvo con hidrégeno y aire, y como gas de arrastre se utilizo nitrégeno de alta
pureza. El programa utilizado fue disenado de la siguiente forma: inicio a 180°C por 5
min, luego una rampa de 5°C/min hasta 220°C y ahi se mantuvo por 18 minutos mas,
para un tiempo total de 35 min. El flujo de nitrégeno para la columna fue de 14 ml/min.
La identidad de los acidos grasos se obtuvo por comparacion de los tiempo de retencion
de metil ésteres estandares. Se integré el area de cada uno de los picos detectados para

obtener las proporciones porcentuales.

5.4. HISTOLOGIA

Fijacion e inclusion de pancreas. Los animales fueron anestesiados con una dosis
de 40 mg/Kg de peso de pentobarbital seguido de la puncion cardiaca. Los pancreas se

extrajeron inmediatamente, se lavaron con solucion salina fisioldgica al 0.15 M y fueron



colocados en paraformaldehido al 4% en PBS durante al menos 72 hrs. Al cabo de ese
tiempo, los organos se colocaron en agua de grifo durante 30 min para retirar el fijador.
Posteriormente se pasaron por diferentes concentraciones de alcohol durante 30 min en
orden creciente como se muestra en el apéndice 1, con el fin de obtener la consistencia

adecuada del tejido.

Una vez deshidratados los pancreas, se aclararon con xilol y se embebieron para

finalmente ser incluidos.

Montaje de los cortes. Los bloques de parafina fueron cortados en microtomo,
con una medida de entre 3 y 5 micras. Una vez hecho el corte se coloco en el
portaobjetos previamente gelatinizado y se agregaron gotas de solucion Ruyter hasta
dejar extendido el corte. Posteriormente, para aumentar la adhesion, la laminilla se

mantuvo en una estufa a 40°C hasta que se seco.

Se realizo la tincion de eosina-hematoxilina como se muestra en el apéndice 1.

5.5. INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras de pancreas fueron cortadas a 3um de espesor utilizando un criostato
(Marca Leica Modelo RX400) a - 20°C. Luego del corte fueron lavadas con PBS y con H;0
destilada dos veces. Posteriormente, los tejidos se rehidrataron con alcohol etilico a
diferentes concentraciones (100, 90, 80 y 70%) a intervalos de 1 min. cada uno. Se
lavaron dos veces con PBS y se permeabilizaron con triton X-100 0.5% en PBS por 5 min.
Las muestras fueron bloqueadas con albumina sérica bovina (BSA) 1% en PBS durante 2
hrs. y fueron lavadas con PBS-triton tres veces y dos veces mas con PBS. Se incubaron con
anticuerpo anti-insulina diluido (1:100) en PBS-BSA al 1% durante toda la noche (4°C). Al
cabo de este tiempo se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente se trataron con un
segundo anticuerpo (cabra anti-conejo) acoplado a TRITC, diluido (1:100) en PBS-BSA al
1% y especifico contra el primer anticuerpo empleado. El anticuerpo acoplado a TRITC se

dejo actuar en la oscuridad durante 1.5hr a 37°C en camara hiumeda. Después de tres



lavados en PBS-triton y dos con PBS, las muestras fueron contra-tefidas con hematoxilina
durante 15 seg. y alcohol acido. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas en
diferentes concentraciones de alcohol etilico (80, 90 y 100% durante 1 min.), con Xilol al
100% por 5 min., montadas con Entellan, selladas con barniz y observadas al microscopio

confocal modelo DM IRB.

5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de lipidos en suero e higado, peso, insulina y glucosa se analizaron

mediante la prueba de ANOVA simple (n=5 + 2 P < 0.05) seguida de la prueba de Fisher.



6. RESULTADOS

6.1. SEGUIMIENTO DE LA GLICEMIA DURANTE LA LACTANCIA
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Fig. 1. Induccion de diabetes con STZ en ratas wistar de 48 h de nacidas. A). Seguimiento de la glicemia
de ratas neonatas inyectadas con STZ en amortiguador de citratos e inyectadas sélo con dicho
amortiguador (Grupo Control) B). Seguimiento del peso corporal de ratas inducidas con STZ y
amortiguador de citratos (Control).

En la figura 1A se observa que neonatos inyectados con STZ muestran
hiperglicemia dos dias posteriores a la induccion, la concentracion de glucosa se elevo
de 77 mg/dl hasta 244 mg/dl a los cuatro dias de vida (dos después de la induccion).
Estos niveles disminuyen una semana después hasta alcanzar valores casi normales y se
incrementan nuevamente antes del destete hasta 138 mg/dl. Esta tendencia se explica
primeramente por la destruccion de células B-pancreaticas y la capacidad de
regeneracion que las ratas neonatas poseen durante el periodo de lactancia. Esta
regeneracion puede ser el resultado de dos procesos: diferenciacion de las células
precursoras ductales que migran al pancreas formando islotes, o bien, la proliferacion de
células B preexistentes (Garofano, 2000).

El grupo control presenta niveles normales de glucosa a lo largo del tiempo, lo
cual es un resultado esperado ya que el buffer de citratos por si solo no genera diabetes.

En la figura 1B se observa que a los dos dias de la induccion con STZ las ratas
disminuyen su peso corporal de 6.77g a 5.01g, sin embargo, recuperan peso durante el

periodo de lactancia hasta llegar a niveles normales al momento del destete (21 dias).



6.2. PESO CORPORAL

6.2.1. Acidos Grasos ®-3
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Fig. 2. Efecto de la STZ sobre el peso corporal de ratas wistar. A) Seguimiento del peso corporal de ratas
diabéticas (inducidas con STZ) y normales (con o sin suplemento de o-3 o DHC) por 15 semanas. B) Peso

corporal de ratas diabéticas (inducidas con STZ) y normales (con o sin suplemento de ®-3 o DHC) al final
de los tratamientos.

En la figura 2A se muestra que la diabetes aparentemente no alteré el
crecimiento durante las primeras semanas de vida, posteriormente se observd una
disminucidon en el peso corporal y al final del tratamiento (Fig. 2B) se observa esta
misma tendencia (Ctrl. 475.8¢ VS DM2 411.3g). En general, la tasa de crecimiento de
ratas diabéticas se encontré disminuida con respecto al grupo control (Ctrl. 4.5g/dia/
DM2 3.5g/dia). En ratas con dieta hipercalorica (DHC), la ganancia de peso se encontro
disminuida a partir de la novena semana de vida (Ctrl. 4.5g/dia/ DHC 3.86g/dia), sin
embargo, al final del tratamiento el peso se recupera y no se observan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control (450.64g). Cabe mencionar
que aun cuando el peso de las ratas con DHC es aparentemente menor al observado en

ratas diabéticas, la tasa de crecimiento de estas ultimas es menor.
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Fig. 3. Efecto de los acidos grasos w-3 sobre el peso corporal de ratas diabéticas. A) Seguimiento del peso
corporal a lo largo del tratamiento B) Peso corporal al final del tratamiento. (P < 0.05).

En la figura 3A se observa que el suplemento de »-3 en la diabetes disminuye de
manera significativa la ganancia de peso (Ctrl. 4.5g/dia, DM2-»-3. 2.31g/dia); en este
grupo de ratas a partir del dia 22 de tratamiento se observa una disminucion
significativa de peso corporal con respecto al grupo control y a su contraparte de ratas
diabéticas; la misma tendencia continta durante todo el tratamiento y al final del
mismo. A las 18 semanas (Fig. 3B) el grupo con suplemento de »-3 muestra valores de
peso corporal (325.3g) estadisticamente menores al grupo control (475.8g). Este
comportamiento es mas evidente en ratas diabéticas con dicho suplemento, ya que aun
cuando la tasa de crecimiento de ratas diabéticas es menor (3.5g/dia), esta tendencia se

observa de manera pronunciada con acidos grasos o-3.
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Fig 4. Efecto de los acidos grasos ®-3 sobre el peso corporal de ratas diabéticas (DM2) con dieta
hipercalorica (DHC). A) Seguimiento del peso corporal a lo largo del tratamiento B) Peso corporal al final
del tratamiento. (P < 0.05).

En la figura 4, se observa que durante la mayor parte del tratamiento (Fig. 4A) y
al final de este (Fig. 4B) el grupo de ratas diabéticas con DHC y suplemento de w-3
muestra un peso corporal mayor al del grupo control (Ctrl. 475.8g/ DM2-DHC-w-3
552.3g), sin embargo, la velocidad de crecimiento es igual (4.49g/dia), solo que al inicio
del tratamiento (4 semanas de edad) el peso corporal de las ratas con suplemento de
omega-3 es mayor que los demas grupos (Ctrl. 95g/ DM2-DHC-»-3 135g), evidentemente
durante el tratamiento este grupo continla con la misma tendencia. Por su parte, el
grupo de ratas diabéticas con DHC muestra una disminucion en la tasa de crecimiento
(3.56g/dia) con respecto al grupo control (4.5g/dia), asimismo, al final del tratamiento
se marca dicha disminucion (416g). Esta tendencia es parecida a la observada en la
diabetes cuando hay dieta normal (Fig. 3A), por lo que tal efecto de disminucion en la
ganancia de peso de ratas con DM2 y DHC puede ser atribuido a la enfermedad mas que

a la DHC per se.
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Fig. 5. Efecto de los acidos grasos -3 en el peso corporal de ratas diabéticas con dos meses de hiperglicemia
cronica (Tratamiento tardio con ®-3). A) Seguimiento del peso corporal de ratas diabéticas tratadas o no con
acidos grasos o-3. B) Peso corporal al final del tratamiento. (P < 0.05).

En experimentos anteriores (Fig. 3A), se mostro el efecto de los acidos grasos -3
sobre el peso corporal de ratas diabéticas de 4 semanas de edad. En este experimento se
observo el efecto de los acidos grasos ®-3 a las 8 semanas de inducida la diabetes. En la
figura 5, no se observa diferencia significativa en la tasa de crecimiento de ratas
diabéticas con (3.8g/dia) o sin suplemento de -3 (3.64g/dia), asimismo, no se observo
diferencia estadistica al final del tratamiento (DM2-w-3 474g/ DM2 449g). Ambos grupos
de ratas diabéticas con o sin suplemento redujeron la tasa de crecimiento con respecto
al grupo control (4.5g/dia).

Los acidos grasos -3 disminuyeron la velocidad de crecimiento en ratas
diabéticas con 4 semanas de edad (Fig. 3A), sin embargo, el tratamiento tardio con -3

no influyé de manera significativa la tasa de crecimiento de ratas diabéticas.



6.2.2. Acido Linoléico Conjugado
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Fig. 6. Efecto del CLA sobre el peso corporal de ratas normales. A) Seguimiento del peso corporal de ratas
normales tratadas o no con CLA. B) Peso corporal al final de los tratamientos. (P < 0.05).
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Fig. 7. Efecto del CLA sobre el peso corporal de ratas diabéticas A) Seguimiento del peso corporal de ratas
diabéticas tratadas con CLA. B) Peso corporal de ratas tratadas con CLA al final del tratamiento. (P <

0.05).

Como se muestra en la Fig. 6A, el peso de ratas con suplemento de CLA

aparentemente no present6 diferencias con respecto al grupo control a lo largo del

tratamiento, sin embargo, la tasa de crecimiento fue menor (CLA 3.8g/dia/ Ctrl.

4.5g/dia), lo que indicaria que este suplemento conlleva a una disminucién en la



ganancia de peso corporal. En la figura 6B se observa que al final del tratamiento el
grupo con CLA no present6 diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (Ctrl 475.8g/CLA 440.8g).

Como se puede observar en la Fig. 7A, a diferencia de los acidos grasos -3, el
CLA no disminuyo significativamente la tasa de crecimiento de ratas diabéticas (DM2
3.5G/dia/ DM2-CLA 3.87g/dia). Al final del tratamiento (Fig. 7B) se observa que la
tendencia del grupo con este suplemento es a recuperar el peso corporal para

finalmente llegar a niveles normales (475.8g).
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Fig. 8. Efecto del CLA sobre el peso corporal de ratas diabéticas con DHC. A) Seguimiento del peso corporal
a lo largo del tratamiento B) Peso corporal al final del tratamiento. (P < 0.05).

En la Fig. 8A se observa que durante el tratamiento las ratas diabéticas con DHC y
suplemento de CLA mantienen una velocidad de crecimiento similar (3.68g/dia) al grupo
de ratas diabéticas sin este suplemento (3.56g/dia). En estos grupos la ganancia de peso
es menor al grupo control (4.5g/dia) pero similar al efecto que la diabetes por si sola
genera sobre la tasa de crecimiento (3.5g/dia). Al final del tratamiento (Fig. 8B) el
grupo de ratas diabéticas con dieta hipercalorica muestra una disminucion en el peso
corporal (416.4g) con respecto al grupo control (475.8g), sin embargo, este efecto puede
atribuirse mas que a la dieta hipercalédrica, a la diabetes que por si sola provoca tal

disminucion (411.3g).



6.3. GLUCOSA

6.3.1. Acidos Grasos ®-3
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Fig. 9. Efecto de la STZ sobre la glicemia. A) Seguimiento de la glicemia de ratas diabéticas (inducidas con
STZ) y normales (con o sin suplemento de w-3 o DHC) por 15 semanas. B) Glucosa de ratas diabéticas
(inducidas con STZ) y normales (con o sin suplemento de w-3 o DHC) al final de los tratamientos. El Grupo
DM2 mostro diferencias estadisticamente significativas durante la mayor parte del tratamiento y al
término de éste. (P < 0.05).

En la Fig. 9 se muestra que hubo éxito en el desarrollo del modelo de DM2, pues
se gener6 un descontrol de la glicemia caracteristica de este tipo de diabetes, sin llegar
a valores mayores y sostenidos de glucosa tipicos del desarrollo de “diabetes
experimental” similar a la DM1. En el grupo DM2 se observan niveles normales de glucosa
en algunos puntos, donde es probable que las células B en algin momento de la
enfermedad sean capaces de satisfacer la demanda de insulina para disminuir la
glicemia, aunque en general se observa un descontrol, lo cual se ve reflejado en las
desviaciones.

Por su parte, las ratas con DHC muestran al inicio del tratamiento un incremento
en los niveles de glucosa no muy significativo (138mg/dl), aunque eventualmente el
organismo es capaz de controlar dichos niveles. En general, ni la DHC ni el suplemento
de -3, afectaron los niveles de glucosa en sangre de ratas normoglicémicas, lo que

indica que por si solos no tienen efecto alguno sobre la misma.
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Fig. 10. Efecto de los acidos grasos w-3 sobre la glicemia en ratas diabéticas. A) Seguimiento de la
glicemia a lo largo del tratamiento B) Glicemia al final del tratamiento. (P < 0.05).

Como se puede observar en la figura 10A, los niveles de glucosa de ratas
diabéticas con »-3 son similares a la glucosa del grupo control, lo que indica que éstos
acidos grasos fueron capaces de mantener estables dichos niveles a lo largo del
tratamiento, mientras que las ratas diabéticas sin suplemento muestran un marcado
descontrol de la glicemia. Ademas de la evidente hiperglicemia cronica que presenta el
grupo de ratas diabéticas, se puede apreciar que las desviaciones dentro de este grupo
son muy grandes, lo que demuestra un completo descontrol de la glicemia. Por el
contrario, el grupo DM2-»-3 presenta desviaciones muy pequenas lo que comprueba que
hubo muy buen control en los niveles de glucosa para este grupo. Al final del
tratamiento (Fig. 10B), el grupo con suplemento de ®-3 mostré valores estadisticamente
iguales a las ratas normoglicémicas, tendencia que se observa desde el inicio del

tratamiento.
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Fig. 11. Efecto de los acidos grasos -3 sobre la glicemia de ratas diabéticas (DM2) con dieta hipercalérica
(DHC). A) Seguimiento de la glicemia a lo largo del tratamiento B) Glicemia al final del tratamiento. (P <
0.05).
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Fig. 12. Efecto de los acidos grasos w-3 en ratas diabéticas que ya cursaron por hiperglicemia durante 8
semanas. A) Seguimiento de la glicemia en ratas diabéticas tratadas o no con acidos grasos w-3. B)
Glicemia al final del tratamiento. (P < 0.05).

En la Fig. 11 se observa que durante la mayor parte del tratamiento, comparados
con el nivel de glucosa de ratas diabéticas con dieta normal (> 200 mg/dl), en promedio
los grupos de ratas diabéticas con DHC, con o sin suplemento de acidos grasos ®-3, no
muestran niveles de glucosa muy altos. Parece haber cierto control de la glicemia. Sin

embargo, la desviacion del promedio de los datos del grupo DM2-DHC es mas grande que



la del grupo DM2-DHC-®-3, lo que indica que en el primero existe un mayor descontrol
de la glicemia que en el grupo tratado con w-3. Al parecer, en presencia de una DHC, los
acidos grasos ®-3 ayudan parcialmente a mantener mas constantes los niveles de
glucosa, evitando asi un descontrol de la hiperglicemia como el observado en las Figs. 9

y 10 en ratas diabéticas con dieta normal.

En experimentos anteriores (Fig. 10A), se demuestra que los acidos grasos -3
tienen la capacidad de controlar la hiperglicemia en etapas tempranas o antes de que se
desarrolle plenamente. Para probar si los acidos grasos -3 tienen la capacidad de
revertir la hiperglicemia una vez desarrollada, se hizo el siguiente experimento. Un mes
después del destete, un grupo de ratas diabéticas se dividid en dos; a un grupo de ratas
se le administré el tratamiento con ®-3, mientras al otro grupo se le mantuvo sin
suplemento de acidos grasos ®-3. En el momento de la formacion de los dos grupos,
ambos tenian niveles promedio de glucosa de 150 mg/dl. Como se muestra en la Fig.
12A, las ratas tratadas con w-3, desde la primera semana disminuyeron estos niveles y
controlaron la glicemia durante el resto del tratamiento. Las ratas diabéticas sin
suplemento de acidos grasos -3 por su parte mantuvieron un promedio de 274 mg/dl de
glucosa sanguinea. Asimismo, al final del tratamiento (Fig. 12B) continlia la tendencia a
disminuir los niveles de glucosa en el grupo con suplemento de omega, llegando hasta

valores normales estadisticamente iguales al control normoglicémico.

Los »-3 al parecer no sélo controlan desde el inicio los niveles de glucosa sino que
aun en ratas que comienzan a mostrar hiperglicemia son capaces de disminuirla y
controlarla durante el tratamiento. Las desviaciones en este grupo con suplemento de o-
3 son altas, sin embargo los niveles de glucosa se mantienen diferentes a los de su

contraparte de ratas diabéticas.



6.3.2 Acido Linoleico Conjugado (CLA).
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Fig. 13. Efecto del CLA sobre la glicemia de ratas normales. A) Seguimiento de la glicemia de ratas
normales tratadas o no con CLA. B) Glicemia de ratas normales y diabéticas al final de los tratamientos. (P
< 0.05).

En la Fig. 13 se presenta la glucosa de ratas control tratadas con CLA, DHC y de
ratas diabéticas. En la Fig. 13A se puede observar que, al igual que en las figs. 9 y 10, se
presentd descontrol de la glicemia por parte del grupo de ratas diabéticas, asimismo, se
encontré que la dieta hipercalérica durante las primeras semanas elevo los niveles de
glucosa a 138mg/dl, aunque eventualmente estos niveles se controlaron y se
mantuvieron igual que el grupo control. Este fenomeno indica que la DHC es capaz de
elevar los niveles de glucosa, aunque este aumento no es significativo y en este
experimento fue un evento esporadico, quizas una dieta hipercalorica prolongada
conlleve a un aumento de glucosa cada vez mas frecuente, siendo este un factor que
contribuya al posterior desarrollo de DM2.

Por su parte, el grupo de ratas normales con suplemento de CLA durante el
tratamiento no mostré diferencias significativas en los niveles de glucosa con respecto al
grupo control, sin embargo, al concluir dicho tratamiento (Fig. 13B) presentd una
discreta disminucion aunque no significativa con respecto a los valores normales
reportados para glucosa. Estos datos demuestran que el suplemento de CLA no afecta la

glicemia de ratas normales.



f f
A Glucosa de Grupos Experimentales B Glucosa a las 18 Semanas

500 o ==é==CTRL 450 «
450 4 =—@—DM2
400 4 =#&=—DM2/CLA

Sy

400

350 4 I

% 350 4 %‘ 300 <
s 250 P
-y 2 200 a
& 150 & 150 1 a T
100 100 4 T
50 « 50 «
0 r ' ' v " 0 ' v J
0O 2 40 60 8 100 CTRL DM2 DM2/CLA

Tiempo de Tratamiento (Dias)

Fig. 14. Efecto del CLA sobre la glicemia de ratas diabéticas A) Seguimiento de la glicemia de ratas
diabéticas tratadas con CLA. B) Glicemia de ratas tratadas con CLA al final del tratamiento. (P < 0.05).

Como se puede observar en la Fig. 14A, los niveles de glucosa del grupo de ratas
diabéticas con suplemento de CLA muestran el mismo comportamiento que el grupo de
ratas diabéticas sin este suplemento, es decir, las desviaciones son muy grandes lo que
indica un marcado descontrol de la glicemia, asimismo, se observan niveles de glucosa
de hasta 300mg/dl y al igual que las ratas diabéticas los niveles de glucosa tienden a
normalizarse de manera esporadica, mas esto es una tendencia que se observa
frecuentemente en la DM2. El CLA a diferencia de los acidos grasos -3 no ayudo6 a
controlar la hiperglicemia a lo largo del tratamiento. Al final del tratamiento (después
de 15 semanas), el grupo de ratas diabéticas con suplemento de CLA disminuyd
significativamente los niveles de glucosa con respecto al grupo DM2 sin suplemento (Fig.
14B). Quizas el efecto que este acido graso pudiera tener es a largo plazo, sin embargo,
con base en la tendencia que las ratas diabéticas con CLA siguieron a lo largo del
tratamiento, seria congruente que los niveles de glucosa volvieran a elevarse, lo que
indicaria un completo descontrol de la glicemia y ningln efecto por parte de este acido
graso.
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Fig. 15. Efecto del CLA sobre la glicemia de ratas diabéticas con DHC durante y al final del tratamiento.
A) Seguimiento de la glicemia de ratas diabéticas con dieta hipercalérica (DHC). B) Glicemia al final del
tratamiento. (P < 0.05).

En la Fig. 15A se observa que el grupo de ratas diabéticas con DHC y suplemento
de CLA presenta niveles normales de glucosa durante el tratamiento, sin embargo, no
muestra diferencias aparentes ante su contraparte de ratas diabéticas con DHC sin
suplemento. Al parecer, en las primeras semanas el CLA controla la hiperglicemia de
ratas diabéticas con DHC, sin embargo, las desviaciones de este grupo indican que
persiste descontrol de la glicemia. Al final del tratamiento el grupo tratado con CLA
mostro una disminucion en los niveles de glucosa llegando a valores normales (Fig. 15B).
Por su parte el grupo de ratas diabéticas con DHC sin suplemento mantiene un
comportamiento similar al grupo tratado con CLA, pues durante gran parte del
tratamiento presenta una glicemia aparentemente controlada, sin embargo, la
desviacion es grande y al final del tratamiento este grupo incrementa la concentracion
de glucosa. Al parecer el control de la glicemia se debe a la DHC mas que al suplemento
de CLA, pues en ratas sin DHC y con este suplemento los niveles de glucosa son altos

durante la mayor parte del tratamiento.



6.4 LIPIDOS

6.4.1 Acidos Grasos »-3
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Fig. 16. Efecto de los acidos grasos m-3, la DHC y la DM2 sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en
suero. A) Contenido de triglicéridos en suero de ratas normales (ctrl.), con dieta hipercaldrica (DHC), con
suplemento de acidos grasos w-3 o con diabetes. B) Contenido de colesterol en suero de ratas normales
(ctrl.), con dieta hipercalorica (DHC), con suplemento de acidos grasos -3 o con diabetes. (P < 0.05).

En la Fig. 16A se muestra el contenido de triglicéridos en suero y se encontré que
tanto la DM2 como el suplemento de los acidos grasos -3 a ratas normoglicémicas,
elevan significativamente la concentracion de triglicéridos hasta niveles de 128mg/dl
mientras el grupo control presenta niveles de 29.87mg/dl. Por su parte, la DHC
mantiene la concentracion de triglicéridos similar al grupo control (17.31mg/dl), lo que
indica que dicha dieta por si sola no es capaz de elevar estos lipidos en suero. En la
figura 16B se observa que la DHC incrementa la concentracion de colesterol en suero
(86.56mg/dl) con respecto al grupo control (64.03mg/dl), este efecto a largo plazo,
podria resultar potencialmente nocivo. En ratas diabéticas, no se observa diferencia
estadistica en cuanto a la concentracion de colesterol en suero, pues los niveles en este
grupo se mantienen similares al grupo control (Ctrl. 64.03mg/dl, DM2 60.93mg/dl).
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Fig. 17. Efecto de los acidos grasos m-3 sobre en contenido de triglicéridos y colesterol en suero de ratas
con diabetes (DM2). A) Contenido de triglicéridos en ratas con o sin suplemento de AGw-3. B) Contenido
de colesterol en suero de ratas con o sin suplemento de AGw-3. (P < 0.05).
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Fig. 18. Efecto de los acidos grasos ®-3 sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en suero de ratas
con DM2 y DHC. A) Contenido de triglicéridos de ratas diabéticas con dieta hipercalorica y suplemento de
AG -3. B) Contenido de colesterol de ratas diabéticas con dieta hipercalérica y suplemento de AG ©-3. (P
< 0.05).

Los datos de la Fig. 17A apuntan que los acidos grasos w-3, aun cuando elevan por
si solos los niveles de triglicéridos en animales normoglicémicos (Fig. 16A), en la DM2 son
capaces de controlarlos, pues en el grupo de ratas diabéticas con »-3 la concentracion
de estos lipidos fue de 51mg/dl valor que se encuentra estadisticamente por encima del

control pero significativamente por debajo de la concentracion de triglicéridos de ratas



diabéticas (128 mg/dl). Por otra parte, el grupo con DM2 y »-3 mostro una tendencia a
disminuir los niveles de colesterol en suero (Fig. 17B), aunque no hay diferencia

estadisticamente significativa con respecto a los grupos CTRL y DM2.

En la figura 18A se muestra que en ratas diabéticas con DHC y suplemento de »-3
la concentracion de triglicéridos (56.34 mg/dl) es estadisticamente mayor al grupo
control (29 mg/dl), sin embargo, estos niveles son significativamente menores al grupo
de ratas diabéticas con dieta normal (128 mg/dl). Por su parte la dieta hipercalérica en
la diabetes no elevo los niveles de triglicéridos en suero, como se puede observar en la
figura 18A este grupo mostré una concentracion similar al grupo control (29.47mg/dl).
En la figura 18B, se muestra que en ratas diabéticas, la DHC eleva significativamente la
concentracion de colesterol con respecto al grupo control (de 64.03 a 81.6 mg/dl), sin
embargo, la DHC junto con los ®-3 incrementan ain mas el colesterol en suero que la
DHC per se (hasta 116.32 mg/dl).



6.4.2 Acido Linoléico Conjugado
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Fig. 19. Efecto del acido linoléico conjugado (CLA), la DHC y la DM2 sobre el contenido de triglicéridos y
colesterol en suero. A) Contenido de triglicéridos en suero de ratas normales (ctrl.), con dieta
hipercalorica (DHC), con suplemento de CLA o con diabetes. B) Contenido de colesterol en suero de ratas
normales (ctrl.), con dieta hipercalérica (DHC), con suplemento de CLA o con diabetes. (P < 0.05).

4 (”
A Triglicéridos en Suero de B Colesterol en Suero de
Grupos Experimentales 6 Grupos Experimentales
200 - -
180 b 150 «
160 130 4 6
140 - = ) -
3 120 2
= o [<2]
g E 904 a a
< 100+ S
9 = 70+ T T 1
S 80 = = 2 I T
;q’ -
2 60 a 3 50
= o
40+ T 30 -
10 <
104 cTRL DM2 DM2/CLA
DM2/CLA

Fig. 20. Efecto del CLA sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en suero de ratas con diabetes
(DM2). A) Contenido de triglicéridos en ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA. B) Contenido de
colesterol en suero de ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA. (P < 0.05).
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Fig. 21. Efecto del CLA sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en suero de ratas con DM2 y DHC.
A) Contenido de triglicéridos de ratas diabéticas con dieta hipercaldrica y suplemento de CLA. B)
Contenido de colesterol de ratas diabéticas con dieta hipercalorica y suplemento de CLA. (P < 0.05).

En la figura 19A se observa que tanto la diabetes como el suplemento de CLA
incrementan la concentracion de triglicéridos en suero. Este suplemento eleva los
triglicéridos hasta concentraciones de 63.68mg/dl, aun cuando no se observan
diferencias estadisticamente significativas, la tendencia es a aumentar estos niveles con
respecto al control (29.87mg/dl). Por su parte, la DHC no incrementa los niveles de
triglicéridos pues la concentracion que se observd para este grupo fue de 17.31mg/dl,
valor que se encuentra estadisticamente igual al grupo control. Los datos en la figura
19B indican que la dieta hipercalorica por si sola eleva la concentracion de colesterol en
suero de 64.03mg/dl a 86.56mg/dl, esta tendencia no se observa ni en la diabetes ni
cuando hay suplemento de CLA.

En la figura 20A se puede observar que la diabetes incrementa significativamente
la concentracion de triglicéridos en suero (128mg/dl) con respecto al grupo control
(29.87mg/dl), asimismo, en ratas diabéticas con suplemento de CLA se muestra esta
misma tendencia, los niveles de triglicéridos en este grupo fueron de 139.51mg/dl, valor
que se encuentra estadisticamente igual a su contraparte de ratas diabéticas. Este
fenomeno demuestra que el CLA en la diabetes no modifica la concentracion de
triglicéridos. En la figura 20B se muestra que la diabetes no incrementa los niveles de
colesterol en suero (60.93mg/dl), por el contrario, cuando hay suplemento de CLA en
esta enfermedad existe un discreto aumento (89.17mg/dl), aiun cuando no hay

diferencia significativa con respecto a los valores normales (64.03mg/dl), la tendencia



que se observa por parte de este suplemento es hacia un incremento en la concentracion

de colesterol.

En la figura 21A se muestra que el suplemento de CLA en ratas diabéticas con DHC
eleva significativamente los niveles de triglicéridos en suero (90.67mg/dl) con respecto
al control (29.87mg/dl), sin embargo, aunque no hay diferencia significativa entre los
grupos DM2 y DM2-DHC-CLA, la diabetes por si sola es capaz de incrementar aln mas los
triglicéridos cuando hay una dieta normal (128mg/dl). Por su parte la DHC en la diabetes
no eleva la concentracion de triglicéridos (29.47mg/dl), no obstante, incrementa los
niveles de colesterol (81.60mg/dl). El CLA en ratas con DHC y DM2 tiende a restituir la

concentracion de colesterol en suero a valores normales (66.80mg/dl).

6.4.3. Acidos Grasos ®-3
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Fig.22. Efecto de los AG w-3, la DHC y la DM2 sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en higado. A)
Contenido de triglicéridos en higado de ratas normales (ctrl.), con dieta hipercalorica (DHC), con
suplemento de AG -3 o con diabetes. B) Contenido de colesterol en suero de ratas normales (ctrl.), con
dieta hipercalérica (DHC), con suplemento de AG w-3 o con diabetes. (P < 0.05).
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Fig. 23. Efecto de los acidos grasos »-3 sobre en contenido de triglicéridos y colesterol en higado de ratas
con diabetes (DM2). A) Contenido de triglicéridos en ratas con o sin suplemento de AG »-3. B) Contenido
de colesterol en higado de ratas con o sin suplemento de AG »-3. (P < 0.05).
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Fig. 24. Efecto de los acidos grasos w-3 sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en higado de ratas
con DM2 y DHC. A) Contenido de triglicéridos de ratas diabéticas con dieta hipercalorica y suplemento de
AG o-3. B) Contenido de colesterol de ratas diabéticas con dieta hipercaldrica y suplemento de AG w-3. (P
< 0.05).

En la figura 22A se muestra que en cuanto al contenido de triglicéridos en higado,
no se observan diferencias significativas entre los tratamientos, lo que indica que la
diabetes no modifico el contenido de estos lipidos en higado asi como ninguno de los

tratamientos. En la figura 22B se observa que la diabetes indice acumulacion de



colesterol en higado, pues el contenido de este lipido en ratas diabéticas fue de
73.35ug/mg proteina, valor que muestra una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al control (42.58ug/mg prot.). Finalmente, la DHC no incrementd el
contenido de triglicéridos y colesterol en higado.

La figura 23A muestra que no hay diferencias significativas en cuanto al contenido
de triglicéridos en higado. Si bien se observa una tendencia a aumentar discretamente
estos lipidos cuando hay suplemento de acidos grasos -3 (340.97ug/mg Prot.)
estadisticamente no hay diferencias significativas con respecto a los valores normales
(274.13ug/mg Prot.). Los datos de la figura 23B apuntan que la diabetes incrementa
significativamente el contenido de colesterol en higado (73.35ug/mg Prot.), sin
embargo, el suplemento de -3 en la diabetes revierte el efecto de acumulo de
colesterol observado en esta enfermedad. El contenido de colesterol de ratas diabéticas
con suplemento de -3 fue de 57.14ug/mg Prot., que aunque se encuentra por encima
de lo reportado para el grupo control (42.58 ng/mg Prot.), la acumulacion no fue tan

evidente como la del grupo de ratas diabéticas sin este suplemento.

La figura 24A indica que en cuanto al contenido de triglicéridos en higado, no hay
diferencias significativas entre los tratamientos. La DHC en la diabetes muestra una
discreta tendencia a disminuir el contenido de estos lipidos (190.37ug/mgProt.), sin
embargo, no se observan diferencias estadisticas con respecto a los valores normales
(274.13ug/mgProt.). Asimismo, no se observan diferencias significativas en cuanto al
contenido de colesterol (Fig 24B), no obstante, como se puede observar en la figura 23B,
la diabetes promueve a un acimulo de este lipido, si bien cuando hay una DHC de por
medio no se presenta este fendmeno, por el contrario, el contenido de colesterol oscila
entre los valores normales (46.94 ug/mg Prot.). Estos datos apuntan a que la DHC en la

diabetes no es capaz de elevar el contenido de colesterol en higado.



6.4.4 Acido Linoléico Conjugado
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Fig. 25. Efecto del acido linoléico conjugado (CLA), la DHC y la DM2 sobre el contenido de triglicéridos y
colesterol en higado. A) Contenido de triglicéridos en higado de ratas normales (ctrl.), con dieta
hipercalorica (DHC), con suplemento de CLA o con diabetes. B) Contenido de colesterol en higado de ratas
normales (ctrl.), con dieta hipercalérica (DHC), con suplemento de CLA o con diabetes. (P < 0.05).
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Fig. 26. Efecto del CLA sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en higado de ratas con diabetes
(DM2). A) Contenido de triglicéridos en ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA. B) Contenido de
colesterol en higado de ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA. (P < 0.05).
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Fig. 27. Efecto del CLA sobre el contenido de triglicéridos y colesterol en higado de ratas con DM2 y DHC.
A) Contenido de triglicéridos de ratas diabéticas con dieta hipercalérica y suplemento de CLA. B)
Contenido de colesterol de ratas diabéticas con dieta hipercaldrica y suplemento de CLA. (P < 0.05).

En la figura 25A se puede observar que el contenido de triglicéridos no fue
afectado por la diabetes ni por el tratamiento de CLA o la DHC. Sin embargo, en la
figura 25B se observa que tanto la diabetes como el suplemento de CLA por si solos son
capaces de generar acumulacion de colesterol en higado. Ratas diabéticas mostraron
una concentracion de colesterol de 73.35ug/mg prot., mientras que ratas
normoglicémicas con suplemento de CLA presentaron valores de 69.39ug/mg prot.,
siguiendo una tendencia de acumulacion de colesterol en este tejido. Por su parte la

DHC no alterd el contenido de triglicéridos y colesterol en higado.

La figura 26A muestra que no hay diferencias significativas en cuanto al contenido
de triglicéridos, al parecer, el CLA no alterd los niveles de estos lipidos en higados de
ratas diabéticas. La figura 26B muestra que la diabetes induce acumulacion de colesterol
en higado (73.35ug/mg Prot.). El CLA en la diabetes no modifica el contenido de
colesterol con respecto a lo observado para esta enfermedad, pues ratas diabéticas con
suplemento de CLA muestran un acUmulo similar (82.38ug/mg Prot.) al encontrado en
ratas con DM2 sin este suplemento. Este fendmeno podria deberse a la diabetes per se,
lo que indicaria que no hay efecto por parte del CLA sobre esta enfermedad, o bien, el
CLA como se observa en la figura 25B incrementa por si solo la concentracion de

colesterol en higado, lo que indicaria un efecto potencialmente nocivo por parte de este
suplemento.



Los datos en la figura 27A apuntan que el CLA en ratas diabéticas con DHC
produce incremento en el contenido de triglicéridos (419.33ug/mg Prot.). Este aumento
es significativo con respecto al grupo control (274.13ug/mg Prot.). Por su parte en ratas
diabéticas con DHC sin suplemento se observa el efecto contrario, existe en este grupo
una tendencia a disminuir los niveles de triglicéridos en higado (190.37ug/mg Prot.), no
obstante, no hay diferencia significativa con respecto a los valores normales. En la figura
27B se muestra acumulacion de colesterol inducida por el CLA en ratas con DM2 y DHC
(69.91ug/mg Prot.), este fendmeno parece ser exclusivo de este suplemento, pues el
contenido de colesterol de ratas diabéticas con DHC (46.94.g/mg Prot.) se mantiene

estadisticamente igual al grupo control (42.58ug/mg Prot.).



6.5. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS

6.5.1. Dieta Normal (alimento comercial para roedores).

Tabla 1. Contenido Porcentual de acidos grasos de la dieta normal.

0.25%
Miristico
Palmitico 14.55%
Palmitoléico 0.21%
Estearico 4.33%
Oléico 15.75%
Linoléico 30.03%
Linolénico 3.11%
CLA 1.53%
Erucato 0.05%
Eicosanoato 7.27%
Araquidénico 0.38%
EPA 0.22%
DHA 0.05%
Compuestos de 20:3 14.75%
Otros 7.51%

Como se puede observar en la Tabla 1, la dieta normal contiene acidos grasos
esenciales como el linoléico (30.03%) que sirve como precursor para la formacion del
acido araquiddnico, un acido graso metabdlicamente activo. Esta dieta también incluye
acidos grasos ®-3 como el linolénico, eicosapentaendico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA), aunque éstos ultimos se encuentran en pequena cantidad (EPA 0.22%, DHA

0.05%). El acido linolénico sirve como sustrato para la formacion de EPA y DHA.



Asimismo, esta dieta contiene 1.53% de acido linoléico conjugado (CLA), aunque se

desconocen las isoformas presentes.

6.5.2 Acidos Grasos ®-3

Tabla 2. Composicion porcentual de acidos grasos de higado de grupos control con dieta normal.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 ®-3

Miristico

0.37% 0.41% 0.5% 0.47%
Palmitico

25.17% 22.44% 25.6% 30.23%
Palmitoléico

0.81% 1.42% 1.48% 3.83%
Estearico

16.59% 14.57% 13.46% 13.81%
Oléico

10.74% 15.41% 14.82% 17.14%
Linoléico

22.88% 19.15% 23% 16.31%
Linolénico

0.73% 0.52% 0.84% 0.42%
Araquidoénico

17.64% 20.08% 12.87% 13.48%
EPA

0.71% N.D. 0.49% 0.13%
DHA

3.28% 3.05% 3.02% 1.98%
A. Grasos no ident.

0.57% 1.77% 2.36% 1.32%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.18% 1.56% 0.88%

Como se puede observar en la tabla 2, la DHC indujo alteraciones en la
composicion de acidos grasos de los hepatocitos. Increment6 significativamente el
porcentaje de acido oléico de 10.74% a 15.41%, condujo a un discreto aumento del acido
araquidonico (20.08%) con respecto a los valores descritos en esta tabla como normales
(Ctrl. 17.64%). También se mostré un aumento en el porcentaje de compuestos de 20:3
que va de 0.57% a 1.18%. Asimismo, esta dieta llevd a una disminucion de los acidos
linolénico (0.52%) y linoléico (19.15%). La diabetes también modifico la composicion
lipidica en este tejido. Se observd una disminucion significativa del acido araquidoénico
(12.87%) con respecto a los valores normales (17.64%), cabe mencionar que este acido

graso no solo es un componente estructural de las membranas sino que es



metabolicamente funcional y es utilizado para la sintesis de eicosanoides. Asimismo, la
diabetes disminuye el contenido de acido estearico de 16.59% a 13.46%. Se observa
también un discreto aumento del acido oléico (14.82%) y compuestos de 20:3 (1.56%).
Finalmente, el suplemento de acidos grasos »-3 elevo los niveles del acido palmitico de
25.17% a 30.23%. El acido oléico mostré un aumento significativo que va de 10.74% a
17.14%. De la misma manera, se observo un aumento significativo en el porcentaje de
palmitoléico (3.83%). Se mostré también una disminucion del acido araquidonico
(13.48%), lo que indica que los -3 por si solos son capaces de disminuir el contenido de
este acido graso, que si bien la DM2 muestra el mismo efecto, quizas los mecanismos por
los que se lleva acabo esta disminucién son distintos. Asimismo, este suplemento
conlleva a la disminucion de los acidos estearico (13.81%), linolénico (0.42%), DHA

(1.98%) asi como un decremento significativo de acido linoléico (16.31%).



Tabla 3. Composicion porcentual de acidos grasos de higado de grupos experimentales con dieta normal y
DM2. * N.D. No detectado.

CTRL DM2 DM2/» -3

Miristico

0.37% 0.5% 0.33%
Palmitico

25.17% 25.6% 22.32%
Palmitoléico

0.81% 1.48% 0.86%
Esteérico

16.59% 13.46% 11.42%
Oléico

10.74% 14.82% 11.44%
Linoléico

22.88% 23% 31.29%
Linolénico

0.73% 0.84% 1.96%
Eicosanoato

N.D. N.D. 0.21%

Araquidénico

17.64% 12.87% 13.81%
EPA

0.71% 0.49% 0.95%
DHA

3.28% 3.02% 2.6%
A. Grasos no ident.

0.57% 2.36% 2.2%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.56% 0.61%

En la tabla 3 se demuestra que los acidos grasos -3 en la diabetes modifican la
composicion lipidica del higado. Se encontré que reducen los niveles de acido estearico
de 16.59% a 11.42%, asimismo, reducen el porcentaje de acido araquidénico hasta
13.81% con respecto al grupo control (17.64%). Estas mismas tendencias se observan en
ratas diabéticas sin suplemento, pues los niveles de estearico (13.46%) y araquidonico
(12.87%) se encuentran también disminuidos. El suplemento de »-3 en la DM2 provoco un
incremento significativo de los acidos linoléico (31.29%), linolénico (1.96%) y EPA
(0.95%). Asimismo, se restauraron los niveles de palmitoléico (0.86%), oléico (11.44%) y
compuestos de 20:3 (0.61%) a niveles normales (Palmitoléico 0.81%, Oléico 10.74% vy
Compuestos de 20:3, 0.52%). La diabetes modificé la composicion de acidos grasos y
elevo el contenido de palmitoléico, oléico y compuestos de 20:3, el suplemento de

omega-3 en la dieta restituyd estos porcentajes a valores normales.



Tabla 4. Composicion porcentual de acidos grasos en higado de ratas diabéticas con dieta hipercalérica.
*N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 DM2/DHC DM2/DHC/®-3

Miristico 0.37% 0.41% 0.5% 0.83%
Palmitico 25.17% 22.44% 25.6% 23,19% 27.21%
Palmitoléico 0.81% 1.42% 1.48% 11% 3.23%
Estearico 16.59% 14.57% 13.46% 14,46% 11.76%
Oléico 10.74% 15.41% 14.82% 20,37% 20.84%
Linoléico 22.88% 19.15% 23% 18,13% 19.55%
Linolénico 0.73% 0.52% 0.84% N.D. 0.80%
Eicosanoato N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Araquidonico 17.64% 20.08% 12.87% 16,34% 12.40%
EPA 0.71% N.D. 0.49% N.D. 0.14%
DHA 3.28% 3.05% 3.02% 3.28% 0.17%
A. Grasos no ident. 3,11%

0.57% 1.77% 2.36% 1.64%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.18% 1.56% N.D. 1.44%

En la tabla 4 se muestra que la DHC en la diabetes incrementa los niveles de acido
oléico (15.41%), este fenomeno probablemente conduce a la disminucion del producto
que en este caso es el acido linoléico (19.15%). Asimismo, esta dieta impidid la
acumulacion de los acidos miristico, linolénico, EPA y compuestos de 20:3. El
suplemento de w-3 restaurd los niveles de linolénico (0.80%) que se habian perdido con
la DHC en la diabetes. Asimismo, este suplemento llevo a un incremento significativo de
miristico (0.83%) y palmitoléico (3.23%), también se observa un aumento del acido oléico
(20.84%), sin embargo, este fenomeno se presenta también en ratas con DM2 y DHC sin
este suplemento, por lo que no se le atribuye tal efecto a los ®-3. De la misma manera
se muestra una disminucion en el porcentaje de estearico (11.76%) y araquidonico
(12.40%), no obstante, este efecto se observa también en la diabetes y con el
suplemento de »-3 (Tabla 2). Finalmente en el grupo de ratas diabéticas con DHC y w-3

disminuye significativamente el porcentaje de los acidos EPA (0.14%) y DHA (0.17%).



6.5.3. Acido Linoléico Conjugado

Tabla 5. Composicién porcentual de acidos grasos de higado de grupos control y con suplemento de CLA.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 CLA

Miristico

0.37% 0.41% 0.5%
Palmitico

25.17% 22.44% 25.6% 21.6%
Palmitoléico

0.81% 1.42% 1.48% 1.03%
Estearico

16.59% 14.57% 13.46% 17.56%
Oléico

10.74% 15.41% 14.82% 14.02%
Linoléico

22.88% 19.15% 23% 18.05%
Linolénico

0.73% 0.52% 0.84% 1.16%
Araquidénico

17.64% 20.08% 12.87% 14.72%
EPA

0.71% N.D. 0.49% 0.96%
DHA

3.28% 3.05% 3.02% 5.6%
A. Grasos no ident.

0.57% 1.77% 2.36% 3.92%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.18% 1.56% 1.38%

En la tabla 5 se muestra el efecto del CLA sobre la composicion de acidos grasos
en higado, también se muestran los efectos de la dieta hipercalédrica y la DM2, los cuales
fueron previamente descritos en la tabla 2. El CLA produjo un incremento de los acidos
palmitoléico (1.03%) y oléico (14.02%), asimismo, llevo a un aumento significativo de los
acidos linolénico (1.16%), eicosapentaenodico (0.96%), docosahexaendico (5.6%) vy
compuestos de 20:3 (1.38%). Estos datos apuntan a un aumento de acidos grasos

poliinsaturados, lo que podria favorecer a una mayor fluidez membranal.



Tabla 6. Composicion porcentual de acidos grasos de higado de grupos con DM2 y suplemento de CLA.
*N.D. No detectado.

CTRL DM2 DM2/CLA

Miristico

0.37% 0.5% 0.39%
Palmitico

25.17% 25.6% 25.03%
Palmitoléico

0.81% 1.48% 0.47%
Estearico

16.59% 13.46% 16.26%
Oléico

10.74% 14.82% 15.23%
Linoléico

22.88% 23% 19.69%
Linolénico

0.73% 0.84% 0.52%
Eicosanoato

N.D. N.D. N.D.

Araquidoénico

17.64% 12.87% 14.83%
EPA

0.71% 0.49% 0.48%
DHA

3.28% 3.02% 4.79%
A. Grasos no ident.

0.57% 2.36% 1.56%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.56% 0.74%

La tabla 6 muestra que el suplemento de CLA en ratas diabéticas conduce a un
incremento de acido docosahexaenoico (DHA 4.79%). También se observa un discreto
incremento del acido oléico en este grupo (15.23%), sin embargo, este efecto se muestra
aun en ratas diabéticas sin suplemento, por lo que este fendomeno se podria atribuir a la
enfermedad mas que al CLA. Asimismo, el CLA en la diabetes muestra una discreta
disminucién del acido palmitoléico (0.47%) a diferencia de ratas diabéticas en donde
este acido graso se encontr6 aumentado (0.81%). Por su parte, el CLA restituyo los
niveles de acido estearico (16.26%) que en la diabetes se mostraron disminuidos
(13.46%). De manera similar, el acido araquidonico que disminuyé como consecuencia de
la DM2 a niveles de 12.87%, con el suplemento de CLA no se vio alterado

significativamente con respecto al control (14.83%).



Tabla 7. Composicion porcentual de acidos grasos de higado de grupos con DM2, DHC y suplemento de
CLA.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 DM2/DHC DM2/DHC/CLA

Miristico 0.37% 0.41% 0.5% 0.5%
Palmitico 25.17% 22.44% 25.6% 23,19% 26.47%
Palmitoléico 0.81% 1.42% 1.48% 1.1% 1.5%
Estearico 16.59% 14.57% 13.46% 14,46% 9.4%
Oléico 10.74% 15.41% 14.82% 20,37% 28.02%
Linoléico 22.88% 19.15% 23% 18,13% 18.18%
Linolénico 0.73% 0.52% 0.84% N.D. 0.51%
CLA N.D. N.D. N.D. N.D. 0.5%
Eicosanoato N.D. N.D. N.D. N.D. 0.15%
Araquidénico 17.64% 20.08% 12.87% 16,34% 8.91%
EPA 0.71% N.D. 0.49% N.D. 0.2%
DHA 3.28% 3.05% 3.02% 3.28% 2.46%
A. Grasos no ident. 3,11%

0.57% 1.77% 2.36% 2.2%
Compuestos de 20:3 0.52% 1.18% 1.56% N.D. 1.01%

En la tabla 7 se observa el comportamiento de los grupos de ratas diabéticas con
DHC y suplemento de CLA. En este grupo se observé un incremento significativo de acido
oléico (28.02%), este efecto no se observa tan pronunciado ni en el grupo de ratas
diabéticas con DHC ni en el grupo de ratas diabéticas con CLA (Tabla 6), por lo que
probablemente es un efecto en conjunto de la DHC y el CLA. Asimismo, se observa un
decremento del acido estearico (9.4%) que quizas se deba a una mayor degradacion de
este para la formacion de acido oléico, éste Ultimo, se acumula y como consecuencia se
observa una disminucion de su producto, el acido linoléico (18.18%). Estos fendomenos se
encuentran estrechamente asociados con el decremento del acido araquidonico que aqui
se presenta (8.91%). A diferencia del grupo de ratas diabéticas con DHC, aquellas con
suplemento de CLA presentan acido linolénico (0.51%) y EPA (0.2%) que aunque los
porcentajes son pequenos y se encuentran por debajo de los valores normales
(Linolénico 0.73% y EPA 0.71%) no estan ausentes como en ratas sin este suplemento.
Finalmente, se observa una disminucion del DHA (2.46%) y una incorporacion de CLA
(0.5%).



6.5.4 Acidos Grasos ®-3

Tabla 8. Composicion Porcentual de acidos grasos de rindn de grupos control y con suplemento de o-3.
*N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 w-3
Miristico
0,79% N.D. 1,08% 0,83%
Palmitico
22,99% 25% 26,6% 22,73%
Palmitoléico
1,44% 0,88% 1,39% 1,31%
Estearico
14,03% 15,44% 14,94% 13,46%
Oléico
17,22% 15,21% 17,25% 15,99%
Linoléico
22,59% 18,5% 18,52% 22,53%
Linolénico
0,87% N.D. 0,44% 0,84%
CLA
0,15% N.D. N.D. N.D.
Eicosanoato
0,16% N.D. N.D. N.D.
Araquidénico
15,08% 20,9% 15,72% 19,87%
EPA
0,25% N.D. 0,31% N.D.
DHA
N.D. N.D. N.D. N.D.
A. Grasos no ident.
3,26% 2,98% 2,8% 1,25%
Compuestos de 20:3 117% 11% 0,96% 1,21%

En la tabla 8 se muestra que la DHC es capaz de incrementar significativamente
los niveles de acido araquidonico en rindn (20.9%). Estos datos apuntan que la dieta
hipercalérica por si sola genera efectos potencialmente nocivos al incrementar el
sustrato para la sintesis de eicosanoides derivados del araquidonico. Asimismo, esta
dieta produce decremento de los acidos palmitoléico (0.88%) y linoléico (18.5%), este
altimo quizas por un aumento en su degradacion para la formacion del araquiddnico.
También se observa una pérdida en la acumulacion de los acidos miristico, linolénico,
EPA y DHA. Por su parte, la diabetes no mostré gran alteracion en la composicion lipidica
de este tejido, Unicamente indujo una disminucion del acido linolénico (0.44%).

Finalmente, el suplemento de ®-3 mostré6 una tendencia al incremento del acido



araquidonico (19.87%), aunque no se observo diferencia significativa con respecto al
control (15.08%).

Tabla 9. Composicion porcentual de acidos grasos en rifndn de grupos con DM2 y suplemento de o»-3.
* N.D. No detectado.

CTRL DM2 DM2/w -3
Miristico
0,79% 1,08% 0,37%
Palmitico
22,99% 26,6% 25,95%
Palmitoléico
1,44% 1,39% 0,87%
Estearico
14,03% 14,94% 17,12%
Oléico
17,22% 17,25% 11,79%
Linoléico
22,59% 18,52% 18,75%
Linolénico
0,87% 0,44% 0,79%
CLA
0,15% N.D. N.D.
Eicosanoato
0,16% N.D. N.D.
Araquidoénico
15,08% 15,72% 20,74%
EPA
0,25% 0,31% 0,31%
DHA
N.D. N.D N.D.
A. Grasos no ident.
3,26% 2,8% 2,57%
Compuestos de 20:3 117% 0,96% 0,75%

En la tabla 9 se demuestra que el suplemento de acidos grasos -3 en la DM2
restituye el contenido de acido linolénico (0.79%) que en la diabetes se encontraba
disminuido (0.44%), ademas, conduce a un decremento del acido miristico (0.37%) y
oléico (11.79%). En este grupo de ratas diabéticas con suplemento se observa la misma
tendencia al incremento del acido araquidénico (20.74%) que se observaba en ratas sin
diabetes con suplemento (Tabla 8). Tal efecto puede atribuirse a los -3, pues en la DM2
el contenido de araquidénico se muestra dentro de los valores normales (15.08%). Sin
embargo, a diferencia de la DHC, esto es solo una tendencia, mas no hay diferencias

significativas con respecto al control.



Tabla 10. Composicion de acidos grasos de rifdn de grupos con DHC, DM2 y suplemento de o-3.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 DM2/DHC DM2/DHC/w-3

Miristico 0,79% 1,08% 0,74% 0,86%
Palmitico 22,99% 25% 26,6% 25,89% 26,61%
Palmitoléico 1,44% 0,88% 1,39% 1,18% 2,72%
Estearico 14,03% 15,44% 14,94% 16,81% 10,64%
Oléico 17,22% 15,21% 17,25% 18,76% 26,17%
Linoléico 22,59% 18,5% 18,52% 12,67% 18,2%
Linolénico 0,87% N.D. 0,44% N.D. 0,68%
CLA 0,15% N.D. N.D. N.D. N.D.
Eicosanoato 0,16% N.D. N.D. N.D. N.D.
Araquidénico 15,08% 20,9% 15,72% 21,69% 11,14%
EPA 0,25% N.D. 0,31% N.D. N.D.
DHA N.D. N.D. N.D. N.D. 0,46%
A. Grasos no ident. 3,26% 2,98% 2,8% 1,37% 1,71%
Compuestos de 20:3 117% 1,1% 0,96% 0,88% 0,8%

La tabla 10 muestra que la DHC en la diabetes conduce a un incremento del acido
araquidonico (21.69%) y como consecuencia un decremento del acido linoléico (12.67%).
Este efecto es resultado de la DHC y no de la DM2 pues animales no diabéticos con esta
dieta muestran el mismo comportamiento. Asimismo, la DHC en animales diabéticos y no
diabéticos conduce a una pérdida de acidos grasos w-3. Por su parte el suplemento de
omega-3 en ratas diabéticas con DHC induce a la acumulacion de acido oléico (26.17%) y
consecuentemente una disminucion del acido estearico (10.64%), el cual, funciona como
sustrato que se degrada para la formacion del producto, en este caso el acido oléico.
Este suplemento conlleva a la restitucion del acido linolénico (0.68%) y acumulacion de
DHA (0.46%).

A diferencia de los grupos anteriores con suplemento de omega, en ratas
diabéticas con DHC estos acidos grasos disminuyeron el contenido de acido araquidonico

(11.74%) incluso por debajo de los valores normales (15.08%).



6.5.5 Acido Linoléico Conjugado

Tabla 11. Composicion porcentual de acidos grasos de rifidn de grupos control y con suplemento de CLA.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 CLA

Miristico

0,79% 1,08% 0,62%
Palmitico

22,99% 25% 26,6% 20,66%
Palmitoléico

1,44% 0,88% 1,39% 0,87%
Estearico

14,03% 15,44% 14,94% 16,62%
Oléico

17,22% 15,21% 17,25% 17,33%
Linoléico

22,59% 18,5% 18,52% 20,32%
Linolénico

0,87% N.D. 0,44% 0,9%
CLA

0,15% N.D. N.D. 0,83%
Eicosanoato

0,16% N.D. N.D. N.D.
Araquidoénico

15,08% 20,9% 15,72% 17,23%
EPA

0,25% N.D. 0,31% 0,63%
DHA

N.D. N.D. N.D. 1,21%

A. Grasos no ident.

3,26% 2,98% 2,8% 2,96%
Compuestos de 20:3 117% 11% 0,96% 0,93%

En la tabla 11 se muestra el efecto del suplemento de CLA sobre la composicion
de acidos grasos de rifidn, también se muestran los efectos de la dieta hipercalérica y la
DM2, los cuales fueron previamente descritos en la tabla 8. El CLA provocd una
disminucion de los acidos palmitoleico (0.87%) y linoleico (20.32%) con respecto a los
valores normales (Palmitoleico 1.44%, Linoleico 22.59%), por el contrario, se observo un
incremento significativo de los acidos estearico (16.62%), CLA (0.83%), EPA (0.63%) y
DHA (1.21%). En general, el cambio en la composicion lipidica se vio reflejado hacia un
incremento de acidos grasos poliinsaturados, lo que eventualmente podria favorecer a

un aumento en la fluidez membranal.



Tabla 12. Composicién porcentual de acidos grasos de riiidn de grupos con DM2 y suplemento de CLA.
* N.D. No detectado.

CTRL DM2 DM2/CLA
Miristico
0,79% 1,08% 0,73%
Palmitico
22,99% 26,6% 26,74%
Palmitoléico
1,44% 1,39% 1,11%
Estearico
14,03% 14,94% 14,41%
Oléico
17,22% 17,25% 18,12%
Linoléico
22,59% 18,52% 18,44%
Linolénico
0,87% 0,44% 0,51%
CLA
0,15% N.D. N.D.
Eicosanoato
0,16% N.D. N.D.
Araquidoénico
15,08% 15,72% 16,65%
EPA
0,25% 0,31% 0,42%
DHA
N.D. N.D. N.D.
A. Grasos no ident.
3,26% 2,8% 2,31%
Compuestos de 20:3 117% 0,96% 0,56%

En la tabla 12 se muestra que aparentemente el suplemento de CLA en la diabetes
provoca una disminucion de los acidos linoléico (de 22.59 a 18.44%), linolénico (0.51%) y
compuestos de 20:3 (0.56%). Asimismo, se observa un incremento del acido palmitico
(26.74%). Este mismo fenomeno se muestra en ratas con DM2 sin suplemento, por lo que
mas que al CLA incluido en la dieta, el cambio en la composicion lipidica se le atribuye a
la diabetes per se. Al parecer el suplemento de CLA no altera la composicion de acidos

grasos de rindn en la diabetes.



Tabla 13. Composicion porcentual de acidos grasos de rindn de grupos con DM2, DHC y suplemento de CLA.
* N.D. No detectado.

CTRL DHC DM2 DM2/DHC DM2/DHC/CLA

Miristico 0,79% 1,08% 0,74% 0,52%
Palmitico 22,99% 25% 26,6% 25,89% 26,15%
Palmitoléico 1,44% 0,88% 1,39% 1,18% 1,33%
Estearico 14,03% 15,44% 14,94% 16,81% 12,16%
Oléico 17,22% 15,21% 17,25% 18,76% 24,69%
Linoléico 22,59% 18,5% 18,52% 12,67% 16,11%
Linolénico 0,87% N.D. 0,44% N.D. 0,36%
CLA 0,15% N.D. N.D. N.D. N.D.
Eicosanoato 0,16% N.D. N.D. N.D. N.D.
Araquidénico 15,08% 20,9% 15,72% 21,69% 15,68%
EPA 0,25% N.D. 0,31% N.D. 0,22%
DHA N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
A. Grasos no ident. 3,26% 2,98% 2,8% 1,37% 2%
Compuestos de 20:3 117% 1,1% 0,96% 0,88% 0,78%

En la tabla 13 se muestra la composicion lipidica de riidon en grupos de ratas
diabéticas con DHC y suplemento de CLA. Este grupo mostré una disminucion de los
acidos miristico (0.52%), linoleico (16.11%), linolénico (0.36%) y compuestos de 20:3
(0.78%), asimismo, se observd un aumento significativo de los acidos palmitico (26.15%)
y oléico (24.69%). A diferencia de las ratas con DHC y diabetes, el grupo con suplemento
de CLA mantuvo controlados los niveles de acido araquidonico, quizas porque parte del
efecto de este suplemento fue disminuir el acido linoleico, el cual, es precursor del
araquidonico. También se observa en esta tabla que el suplemento de CLA tiende a

restituir el contenido de acido linolénico que por la DHC no se habia acumulado.



6.6. HISTOLOGIA

6.6.1. Acidos grasos -3

Fig. 28. Islotes pancreaticos de ratas control (40X) (A) y diabéticas (B), tefidos con eosina-hematoxilina.

En la figura 28 B se muestra el dano generado al pancreas con la DM2 y se observa una

atrofia de islotes de moderada a severa.

Fig. 29. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con o sin suplemento de acidos grasos w-3, tefidos con
eosina-hematoxilina (40X). A) Islote de grupo con DM2 sin suplemento. B) Islote de grupo con DM2 y
suplemento de acidos grasos w-3.

Al igual que el grupo de ratas diabéticas el grupo con DM2 y suplemento de w-3 presento

una atrofia de islotes de moderada a severa (Fig. 29A). Estos datos muestran que el



suplemento de acidos grasos omega-3 en la dieta no conservo la morfologia del
pancreas, muy probablemente la atrofia observada para este grupo se debe a la STZ, asi

como a la glucotoxicidad y lipotoxicidad generadas durante la lactancia.

Fig. 30. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con DHC con o sin suplemento de acidos grasos w-3,
tenidos con eosina-hematoxilina (40X). A) Islote de grupo con DM2 y DHC. B) Islote de grupo con DM2, DHC
y suplemento de w-3.

En la figura 30 se muestra el islote de ratas diabéticas con DHC en donde existe una
necrosis severa. El dafo en este grupo es aln mayor que en ratas diabéticas con dieta
normal (Fig. 29 A), lo que indica que la DHC es capaz de agravar el dano generado por la
DM2. Por su parte, el suplemento de w-3 contrarrest6 el daio provocado por la DHC en
la diabetes, pues en este grupo se presentod solo una degeneracion albuminosa leve (Fig.
30 B).



6.6.2. Acido Linoléico Conjugado

Fig. 31. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA, tefidos con eosina-
hematoxilina (40X). A) Islote de grupo con DM2. B) Islote de grupo con DM2 y suplemento de CLA.

En esta figura se muestra el islote de ratas diabéticas con suplemento de CLA, en donde
se observo que dicho acido graso fue capaz de proteger al pancreas del dano generado
por la gluco y lipotoxicidad, pues no se encontraron cambios patoldgicos en los islotes de

este grupo.

Fig. 32. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con DHC, con o sin suplemento de CLA, tefidos con
eosina-hematoxilina (40X). A) Islote de grupo con DM2 y DHC. B) Islote de grupo con DM2, DHC y
suplemento de CLA.



Los datos en la figura 32 apuntan a que la DHC es capaz de agravar el dano generado en
la DM pues el pancreas del grupo con DM2 y DHC mostro necrosis severa. Por su parte, el
suplemento de CLA en ratas diabéticas alimentadas con DHC (Fig. B) contrarresto el
dano provocado por dicha dieta en la DM2, pues el pancreas del grupo suplementado no

mostroé cambios patologicos.



6.7. INMUNOHISTOQUIMICA

6.7.1. Acidos grasos ®-3

Fig. 33. Islotes pancreaticos de ratas control y diabéticas tefiidos con anticuerpos contra insulina
acoplados a TRITC. A) Islote de grupo control. B) Nomarsky de grupo control. C) Islote de grupo con DM2.
D) Nomarsky de grupo con DM2.

En la figura 33 (C y D), se muestra que hubo éxito en la generacion del modelo de
DM2, pues se observa en este grupo la presencia de insulina, aunque en menores
cantidades que en el grupo control. También se muestran espacios oscuros en estos
islotes, lo que refleja la atrofia de algunas células B, producto de la STZ y del dano
generado por la glucotoxicidad y lipotoxicidad caracteristico de la DM2. Asimismo, la

intensidad de fluorescencia es menor en este grupo, lo que indica que las células B que



continGlan funcionales, probablemente son incapaces de satisfacer la demanda de

insulina del organismo.

Fig. 34. Islotes pancreaticos de ratas control y diabéticas con suplemento de acidos grasos w-3 tefidos con
anticuerpos contra insulina acoplado a TRITC. A) Islote de grupo con DM2 y acidos grasos w-3. B) Nomarsky
de grupo con DM2 y acidos grasos w-3. C) Islote de grupo control con acidos grasos w-3. D) Nomarsky de
grupo control con acidos grasos o-3.

Los datos de la fig. 34 (A y B) muestran que en ratas diabéticas con suplemento de
acidos grasos -3 hay un mayor contenido de insulina, pues la intensidad de
fluorescencia es mayor que en ratas diabéticas sin suplemento (Fig. 33). Aun cuando se
observan espacios oscuros como en el caso de ratas diabéticas, estos acidos grasos
estimulan a las células B restantes a incrementar el contenido de insulina lo que
eventualmente conduce al control de la glicemia. En ratas control con suplemento de o-
3 (Fig. 34 C y D), se observa igualmente una mayor cantidad de insulina con respecto al
grupo control, lo que indica que aln en ratas normoglicémicas, estos acidos grasos

promueven una mayor sintesis o acumulacion de esta hormona. En este caso, el efecto



de los acidos grasos omega-3 podria llegar a ser nocivo en individuos normoglicémicos,

pues la hiperinsulinemia es un paso que antecede a la resistencia a insulina.
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Fig. 35. Intensidad relativa de fluorescencia de islotes pancreaticos. Inmunohistoquimica con anticuerpos
contra insulina acoplados a TRITC. (P < 0.05).

En la figura 35 se muestran las intensidades relativas de fluorescencia (IRF) del
grupo control y diabéticos, con o sin suplemento de acidos grasos ®-3. La IRF es
proporcional al contenido de insulina y se obtuvo a partir de la maxima intensidad de
fluorescencia. Como se puede observar, en este modelo de DM2 se provocoé una
disminucién en el contenido de insulina de hasta un 52% con respecto al control. Al
parecer, los acidos grasos w-3 favorecieron el incremento en el contenido de insulina en
células B-pancreaticas de ratas inducidas a diabetes con STZ, observandose sélo una
pérdida del 37%, mientras que ratas diabéticas sin suplemento perdieron hasta un 52%.
En forma similar, se observa que en ratas normoglicémicas, los acidos grasos »-3 inducen
a un incremento en el contenido de insulina de hasta un 54% mas que el control. En
general, estos acidos grasos favorecieron el incremento de insulina de ratas diabéticas y

normoglicémicas.



Fig. 36. Islotes pancreaticos de ratas control con y sin DHC tefidos con anticuerpos contra insulina
acoplados a TRITC. A) Islote de grupo control. B) Nomarsky de grupo control. C) Islote de grupo control
con DHC. D) Nomarsky de grupo control con DHC.

En la figura 36, aln cuando el pancreas de ratas con DHC muestra una
aparente mayor intensidad de fluorescencia, realmente no hay diferencias entre los

grupos.



Fig. 37. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con DHC con o sin suplemento de acidos grasos w-3
tenidos con anticuerpos contra insulina acoplados a TRITC. A) Islote de grupo con DM2 y DHC. B) Nomarsky
de grupo con DM2 y DHC. C) Islote de grupo con DM2, DHC y w-3. D) Nomarsky de grupo con DM2, DHC y
w-3.

En la figura 37 (A y B), se observa que el islote de ratas diabéticas con DHC
muestra grandes espacios oscuros, lo que concuerda con la histologia en donde se
presenta necrosis severa de este tejido (Fig. 30 A). Los espacios oscuros representan a
las células no funcionales ya que no producen insulina. En ratas diabéticas con dieta
normal (Fig. 33 C y D), aun cuando la produccion de insulina es menor, hay un mayor
numero de células B trabajando, ya que no se observan espacios oscuros tan grandes
como cuando hay una dieta hipercaldrica. Por el contrario, en presencia de DHC, las
células B son capaces de producir una mayor cantidad de insulina (Fig. 38) aunque el
numero de estas es menor. Por su parte, los acidos grasos w-3 en la DM2 ain con DHC
son capaces de promover el incremento de insulina, sobrepasando incluso los niveles

normales (Fig. 38).
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Fig. 38. Intensidad relativa de fluorescencia de islotes pancreaticos de grupos con DHC.
Inmunohistoquimica con anticuerpos contra insulina acoplados a TRITC. (P < 0.05).

Los datos de la figura 38 muestran que la DHC en la DM2 disminuye el contenido
de insulina en un 30%. La disminucion no es tan marcada como en el grupo de ratas
diabéticas con dieta normal (Fig. 35), quizas porque la DHC influye de alguna manera
promoviendo la acumulacién de insulina. Finalmente, en el grupo de ratas diabéticas con
DHC y acidos grasos »-3 se observa un incremento en el contenido de insulina de un 53%

con respecto al control.



6.7.2. Acido Linoléico Conjugado

Fig. 39. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con o sin suplemento de CLA, tefiidos con anticuerpos
contra insulina acoplados a TRITC. A) Islote de grupo de ratas diabéticas. B) Nomarsky de ratas diabéticas.
C) Islote de grupo de ratas diabéticas con suplemento de CLA. D) Nomarsky de grupo de ratas diabéticas
con suplemento de CLA.

Los datos de la figura 39 apuntan a que el CLA es capaz de promover el
incremento de insulina. Aun cuando hay espacios oscuros en los pancreas de este grupo,
las células B restantes, no solo son funcionales, sino que producen una mayor cantidad
de insulina. No obstante, los datos de glicemia en este grupo muestran que no hubo

control de la misma (Fig. 14).
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Fig. 40. Intensidad relativa de fluorescencia de islotes pancreaticos de grupos con CLA.
Inmunohistoquimica con anticuerpos contra insulina acoplados a TRITC. (P < 0.05).

En la figura 40 se muestra que el CLA promueve el incremento de insulina de
animales diabéticos y sanos. El incremento en ratas normales es 35% mayor con respecto
al control. En ratas diabéticas con CLA, el incremento es 14% mayor que el control y
aproximadamente 120% mayor que en ratas diabéticas. Sin embargo, la glicemia de ratas
diabéticas con CLA es descontrolada al igual que el grupo con DM2 sin suplemento (Fig.
14). Al parecer, la induccion en la sintesis de insulina por el CLA, no es condicion

suficiente para disminuir la hiperglicemia, probablemente participan otras condiciones

para el control de la misma.



Fig. 41. Islotes pancreaticos de ratas diabéticas con DHC con o sin suplemento de CLA, tefiidos con
anticuerpos contra insulina acoplados a TRITC. A) Islote de grupo de ratas diabéticas con DHC. B)
Nomarsky de grupo de ratas diabéticas con DHC. C) Islote de grupo de ratas diabéticas con DHC y
suplemento de CLA. D) Nomarsky de grupo de ratas diabéticas con DHC y suplemento de CLA.

En la figura 41 se observa que el pancreas de ratas diabéticas con DHC y
suplemento de CLA (C y D) no presenta tantos espacios oscuros como aquellos animales
con DHC sin suplemento (A y B). Esto significa que el CLA protegio al pancreas de los
danos generados por la glucotoxicidad y lipotoxicidad en la DM2. Asimismo, en la Fig. 37
(C y D) se observa una mayor intensidad de fluorescencia, lo que sugiere un incremento

de insulina estimulado por el CLA.
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Fig. 42. Intensidad relativa de fluorescencia de islotes pancreaticos de grupos con DM2, DHC y CLA.
Inmunohistoquimica con anticuerpos contra insulina acoplados a TRITC. (P < 0.05).

En la figura 42 se observa que el comportamiento del CLA es similar a los
grupos con dieta normal (Fig. 40). En ratas diabéticas con DHC, este suplemento

contribuye a un incremento en el contenido de insulina hasta alcanzar niveles normales.



7. ANALISIS Y DISCUSION

7.1. GLUCOSA

La inyeccion intraperitoneal de STZ (100 mg/kg) en neonatos al segundo dia de
nacimiento, generd con éxito un modelo de DM2. Como se puede observar en la figura 9
A, los niveles de glucosa en ratas diabéticas oscilaron entre 150 y 350 mg/dl, aunque
esporadicamente se observaron niveles de 100 mg/dl. Esto Ultimo demuestra que existio
un completo descontrol de la glicemia caracteristico de la DM2. El comportamiento
promedio de los datos es un reflejo de la glicemia de cada rata. De hecho,
consideramos que las desviaciones tan altas, mas que un error en los tratamientos o la
seleccion de las poblaciones, es una sefal indicativa del desarrollo de la diabetes.

Por otra parte, la DHC mostro al inicio del tratamiento un incremento discreto en
los niveles de glucosa (138 mg/dl) y al final de dicho tratamiento mostré niveles
promedio de 113 mg/dl. Los valores de glucosa al final del tratamiento oscilaron entre
93 y 133 mg/dl y no hay diferencia estadisticamente significativa con respecto al
control, sin embargo, la tendencia de este grupo es a mantener valores ligeramente por

encima de lo normal.

7.1.1. Acidos Grasos o-3

Los niveles de glucosa en ratas diabéticas con -3 fueron estadisticamente iguales
al control (Fig.10 B), lo que indica que estos acidos grasos fueron capaces de mantener
estables dichos niveles a lo largo del tratamiento. Ademas, en este grupo se observan
desviaciones muy pequenas, lo que comprueba un buen control de la glicemia. En las
ratas diabéticas sin suplemento alguno, por el contrario, se muestra una evidente
hiperglicemia, ademas de desviaciones estandar muy grandes, lo que demuestra
descontrol en los niveles de glucosa sanguinea caracteristico de la DM2. Pese a que en
animales diabéticos con suplemento de omega se observé una atrofia de islotes (Fig 29),
la glicemia se mantuvo controlada, mientras que en ratas diabéticas ademas de la

atrofia de islotes se observé un descontrol de la glicemia.



Los fenomenos observados para el grupo DM2 podrian explicarse de la siguiente
manera: La STZ entra especificamente a las células pancreaticas a través de GLUT 2, y
al metabolizarse dentro de la célula forma oOxido nitrico y especies reactivas de oxigeno
las cuales son responsables de la fragmentacion del DNA y la posterior destruccion de las
células B (Szkudelski, 2001). Los neonatos son capaces de regenerar solo parcialmente
estas células pancreaticas y como consecuencia la secrecion de insulina no es suficiente
para satisfacer la demanda, generandose hiperglicemia. En las ratas que no fueron
tratadas con -3 (Grupo DM2) los niveles de glicemia eventualmente aumentaron, esta
hiperglicemia cronica provocé a su vez glucotoxicidad. Esto es, el ambiente cronico con
niveles moderados o altos de glucosa promueve la unién de ésta a los amino terminales
de las proteinas, fendmeno llamado glicacion, esta union quimica cambia la estructura
de las moléculas alterando sus funciones, como la de los transportadores de glucosa, lo
que lleva a una menor captacion de este carbohidrato en los tejidos periféricos (Durruty
y Garcia de los Rios, 2001). A su vez, la insuficiencia de insulina provoca en células
musculares y adipocitos la disminucion de GLUT 4, el cual se encuentra secuestrado
intracelularmente en vesiculas, pues es dependiente de la sefal de insulina para migrar
a la membrana plasmatica (Cruz et al. 2001). Como consecuencia, cada vez es mayor la
necesidad intracelular de moléculas energéticas, asi que hay mayor gluconeogénesis y
comienzan a elevarse los niveles de lipidos en suero, contribuyendo a la lipotoxicidad.
Durruty y Garcia de los Rios (2001) reportan que los acidos grasos no esterificados 6
acidos grasos libres, formados a partir de una lipdlisis exacerbada, funcionan como
radicales libres y se unen a los transportadores GLUT lo que provoca la disminucion de su
actividad. Ademas, estos lipidos al precipitarse bloquean los receptores de insulina.

Se ha reportado que en las células B pancreaticas, la lipotoxicidad provoca un
aumento en la concentracion de calcio intracelular y este aumento estimula a una mayor
secrecion de insulina (Zhang, 2005). Es probable que por esta razon, esporadicamente se
observen niveles “normales” de glucosa en ratas con DM2 (alrededor de 100 mg/dl). Sin
embargo, el aumento del calcio intracelular también se encuentra relacionado con un
dano de las células B. Aunque al inicio este fenomeno incremente la secrecion de
insulina, eventualmente provoca una pobre respuesta por parte de las células B a la
accion de esta hormona, lo que conduce al mal funcionamiento de dichas células (Zhang,
2005).



En el grupo con DM2, la atrofia de islotes y a su vez el mal funcionamiento de las
células B reflejado como hiperglicemia, son principalmente originados en respuesta al
dano generado por la glucotoxicidad, lipotoxicidad y formacion de radicales libres
derivados que muy probablemente se generaron en este modelo de diabetes (Poitout y
Robertson, 2007).

En el grupo de ratas diabéticas con suplemento de ®-3 se observd también una
atrofia de islotes que eventualmente se gener6 durante el periodo de lactancia como
resultado de la STZ, la glucotoxicidad y la lipotoxicidad, sin embargo, a partir del
destete se comenzaron a administrar dichos acidos grasos que al parecer mejoraron la
funcionalidad de los islotes; esto Gltimo se vio reflejado con el control de la glicemia y
con un mayor contenido de insulina en células B pancreaticas (Fig 35). El efecto de
estos acidos grasos se explica a través de los factores de transcripcion PPARs. Los PPARs
(Por sus siglas en inglés: proliferator peroxisome activator receptor) son receptores
nucleares que pertenecen a la familia de factores de transcripcion involucrados en la
regulacion de la homeostasis de los lipidos. Los PPARs presentan 3 isoformas (o, 5y y) y
se activan por concentraciones micromolares de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs),
por eicosanoides derivados del acido araquidonico y también por medicamentos
hipolipemiantes, como los fibratos y proliferadores de peroxisomas. Los PUFAs se unen
con mayor afinidad a PPARa. El PPARa activado se une a elementos de respuesta
llamados PPRE que se encuentran en genes involucrados en el transporte y oxidacion de
lipidos, ademas de la termogénesis. Los PUFAs ®-3 son mas potentes que los PUFAS -6
como activadores de PPAR in vivo. Los metabolitos de los PUFAs como los eicosanoides o
acidos grasos oxidados son los mas potentes activadores de PPAR debido probablemente

a su elevada insaturacion (Rodriguez-Cruz et al, 2005).

Tanto PPARa como PPARy se expresan en el pancreas, aunque se ha encontrado
que PPARy se localiza en células de tejido endocrino, por lo que se ha relacionado con
secrecion; particularmente se localiza en las células B pancreaticas donde es
funcionalmente importante. La cantidad de PPARa suele ser mayor que la de PPARy, sin
embargo éste ultimo se sobreexpresa en ratas ZDF ( Obese Zucker Diabetic Fatty Rats),
asi como en ratas con diabetes inducida quimicamente (Laybutt et al, 2002; Lupi et al,

2004). Se sabe que la troglitazona mejora la secrecion de insulina en ratas ZDF, y se ha



encontrado que este medicamento funciona como ligando de PPARy. Asimismo, existen
otros ligandos de este factor de transcripcion como son las prostaglandinas y los PUFAs,
particularmente los »-3, que en la DM2 podrian estar estimulando la sintesis de insulina
(Laybutt et al, 2002). Aunque el papel de PPARy no es muy conocido, se ha encontrado
que retarda y detiene el desarrollo de la DM en modelos de raton (Bergeron et al, 2006).
Asimismo, la activacion de ambos PPARa y PPARy, se ha asociado con disminucion del
contenido de lipidos en higado y musculo, ademas de disminuir la resistencia a insulina
en la DM2 (Bergeron et al, 2006). Especificamente, se ha reportado que el tratamiento
con rosiglitazona (ligando de PPARy) en ratas ZDF previno del desarrollo de la
hiperglicemia. Las ratas tratadas con este ligando mostraron un alto contenido de

insulina en pancreas y se conservé la morfologia de dicho tejido.

Por otro lado, en ratones diabéticos, el tratamiento crénico con pioglitazona llevo
a un incremento en el nimero de células B pancreaticas asi como secrecion de insulina
(Bergeron et al, 2006). El mecanismo de accion de los PPARs en la DM se desconoce, sin
embargo, una hipétesis postula que estimulan la secrecion de insulina, aunque también
se ha sugerido que a través de estos factores de transcripcion se incrementa el niUmero

las células B pancreaticas (Bergeron, 2006).

En un estudio (Xu et al., 2006) se encontr6 que en células B la activacién de
PPARy depende del ligando. Una vez activado, regula la expresion de los genes GLUT2 Y
CAP (Cb1-associated protein). Por lo que sugieren que PPARy induce la secrecion de
insulina por medio de la activacion de la expresion de los genes GLUT2 y CAP (Xu et al.,
2006). Por otro lado, se ha identificado el elemento de respuesta a PPAR, PPRE en la
region +68/+89 del gen GLUT 2 en ratas. Cuando las ratas fueron tratadas con
troglitazona (ligando de PPARy) la actividad del promotor del gen GLUT 2 y la
transcripcion de GLUT 2 incrementaron. Estos datos sugieren que GLUT2-PPRE es
funcional y juega un papel significativo en la expresion genética de GLUT 2 en células B-
pancreaticas. En este estudio, se identifica a PPRE en un gen involucrado en la
homeostasis de la glucosa, ligado al efecto de troglitazona en la regulacion de la
secrecion de insulina (Kim Hi, 2000). El efecto que los acidos grasos m-3 tienen sobre la
DM2, probablemente es similar al efecto de la troglitazona y otros ligandos de PPARy. A

través de este factor de transcripcion los o-3 lograron compensar la demanda de insulina



con una mayor sintesis y secrecion. De esta manera se evito la hiperglicemia crénica que
a largo plazo provoca glucotoxicidad, lipotoxicidad y disfuncion de las células B del

pancreas.

En ratas diabéticas con DHC y »-3 (Fig. 11 B) se observa control de la glicemia al
final del tratamiento (82mg/dl) mostrandose significativamente menor al grupo de ratas
diabéticas con DHC (150mg/dl). Durante casi todo el tratamiento (Fig. 11 A) se observa
que el grupo de ratas diabéticas con DHC (DM2-DHC) muestra un aparente control de la
hiperglicemia pues los niveles no son tan elevados como el de las ratas diabéticas con
dieta normal (Grupo DM2), sin embargo, en la histologia del pancreas se observo una

necrosis severa y atrofia de islotes severa (Fig 30).

Este fenomeno se explica de la siguiente manera: La Km de GLUT2 es de 17mM, lo
cual significa que la glucosa contenida en el agua de beber (sacarosa al 10%) proporciona
las cantidades del sustrato necesarias para activar a este receptor. Las concentraciones
de glucosa y fructosa son aproximadamente de 280 mM de cada una, asi que incluso
considerando una dilucion en el torrente sanguineo de la rata, las concentraciones aun
serian lo suficientemente grandes para estimular a los GLUT2 del pancreas y de esta
manera estimular la secrecion de insulina. Probablemente las concentraciones de
glucosa y fructosa incluidas en la DHC fueron lo suficientemente altas como para activar
a GLUT 2, como resultado, se observd una mayor secrecion de insulina, aunque las
grandes cantidades de glucosa que ingresan a las células B puede que las haya

intoxicado.

Por otro lado, la DHC probablemente incrementé los acidos grasos libres (FFA), los
cuales, estimulan la secrecion de insulina por medio de factores de transcripcion.
Particularmente inducen la expresion del gen de preproinsulina (PPI) y GLUT 2, lo cual
contribuye al aumento en la secrecion de insulina. Sin embargo, como incrementa la
concentracion de esta hormona aln en estado basal, los receptores de insulina pierden
su sensibilidad. Algunos receptores de insulina como el IR-A y el IR-B al activarse inician
una cascada de estimulo-secrecidn-transcripcion y promueven la transcripcion del gen
de la PPl y del gen de la glucocinasa. En presencia de grandes cantidades de insulina en

estado basal estos receptores dejan de sintetizarse para controlar la hiperinsulinemia, lo



que da como resultado disminucion de la glucocinasa, resistencia a insulina y déficit en
la secrecion de esta hormona en presencia de un estimulo (Zhang, 2005). Todo ello trae
como consecuencia que con el tiempo, las células B no sean capaces de satisfacer la
demanda de insulina ante el estimulo de glucosa. Ademas, se ha probado que los FFA
incrementan la concentracion de calcio intracelular que como se menciond

anteriormente contribuye al deterioro en el funcionamiento de las células B.

La necrosis y atrofia de islotes observadas para el grupo DM2-DHC, quizas se deba
principalmente a la lipotoxicidad y a un proceso de desensibilizacion de las células B
como consecuencia de la elevada produccion de insulina y las grandes cantidades de
glucosa que ingresan y estimulan a estas células. Al final del tratamiento (Fig. 11 B) se
observa que los niveles de glucosa comienzan a elevarse; con base en los resultados de
la histologia del pancreas (Fig. 30) se esperaria que en cualquier momento los niveles de
glucosa incrementaran y la hiperglicemia fuese incluso mas severa que la del grupo DM2,

provocando una DM mas grave que la del grupo de ratas diabéticas sin DHC.

Con respecto a la desviacion estandar, se observa un patron similar entre los
grupos DM2-DHC y DM2, lo que indica que hay un descontrol de la glicemia, mientras que
en el grupo de ratas diabéticas con DHC y »-3 se observa una desviacion menor lo que
significaria un mejor control. Probablemente al igual que para el grupo DM2-®»-3 estos
acidos grasos, a través de factores de transcripcion, estimularon la secrecion de insulina
y ayudaron a controlar la hiperglicemia, disminuyendo asi problemas derivados de la
glucotoxicidad. Tanto la DHC como los omega-3 disminuyeron aparentemente la
glicemia, sin embargo, la DHC promueve la secrecidon de insulina, en tanto que los
omega-3 promueven la sintesis de insulina, lo cual da como resultado que cada vez que
exista estimulacion de células B, en el grupo con suplemento habra insulina suficiente
para incorporar glucosa a las células del cuerpo, en tanto que en el grupo sin
suplemento habra quizas el mismo nimero de secreciones, pero la cantidad de insulina

sera menor.

Para probar si los acidos grasos omega 3 tienen efectos correctivos y no solo
preventivos, al mes del destete (Fig. 12) un grupo de ratas diabéticas se dividio a la

mitad, a unas ratas se les administro el suplemento de »-3 (DM2-®»-3) mientras otras no



tuvieron suplemento alguno (DM2). En el grupo DM2-w-3 se observa un evidente control
de la glicemia durante todo el tratamiento, ain cuando las desviaciones son altas, los
valores promedio se mantienen significativamente menores a los de su contraparte de
ratas diabéticas. Al parecer estos acidos grasos no solo controlan o previenen el
desarrollo de la hiperglicemia, sino que también la revierten, ya que se observa una
disminucién en los niveles de glucosa en cuanto se administra el suplemento de dichos
acidos grasos. Al disminuir inmediatamente la hiperglicemia, los w-3 protegieron
indirectamente al pancreas del dano provocado por la glucotoxicidad y lipotoxicidad,
ademas se ha reportado que estos acidos grasos protegen del dano generado por el
aumento de radicales libres producidos durante la DM (Rodriguez-Cruz et al, 2005). El
suplemento de omega en este grupo de ratas diabéticas contribuydo a aumentar la
funcionalidad de las células B logrando asi satisfacer la demanda de insulina lo que

finalmente conlleva a un control de la glicemia.

7.1.2. Acido Linoléico Conjugado

Como se puede observar en la figura 14, el CLA no mostro efecto sobre los niveles
de glucosa de ratas diabéticas, ya que se presentd el mismo descontrol de la glicemia
que el observado para el grupo de ratas diabéticas sin este suplemento. Se ha propuesto
que este acido graso funciona como ligando de PPAR-y y a través de este factor de
transcripcion disminuye la resistencia a insulina ademas de reducir los niveles de lipidos
en plasma, sin embargo, este efecto antidiabético depende del isdmero de CLA que se
esté utilizando. Existen alrededor de seis isomeros de CLA de acuerdo a la posicidon de
las insaturaciones (isobmeros posicionales) y/o a la conformacion cis o trans (isdbmeros
conformacionales). Los isomeros mas comunes son el cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12.
Por ejemplo, las capsulas comerciales contienen una mezcla con 40% de cada isdbmero
aunque existen otros productos que en su mayoria contienen cis-9,trans-11 (73-93%)
(Taylor y Zahradka, 2004).

En un estudio se encontrd que al utilizar una mezcla de CLA en una proporcion de
50:50 de cada isdbmero (CLA 50:50) sobre ratas Zucker Diabéticas (ZDF) durante 14 dias,
se revertia la intolerancia a la glucosa, se atenuaba la hiperinsulinemia y se disminuia la
cantidad de acidos grasos libres (Houseknecht et al, 1998). Estos efectos antidiabéticos

se han observado con la mezcla CLA 50:50 sin embargo, el isomero cis-9,trans-11 por si



solo no provoca el mismo efecto, pues actla reduciendo los niveles de acidos grasos
libres y triglicéridos en plasma sin manifestar cambios sobre el peso corporal, glucosa e
insulina (Roche et al, 2002). Por su parte, el isomero trans-10,cis-12 por si solo

promueve la insulinoresistencia, induce hiperlipidemia y diabetes (Francis et al, 2003).

Los isdmeros de CLA actGan como ligandos de diversos factores de transcripcion,
entre ellos PPARa y PPARy. Algunos estudios han sugerido que la afinidad de CLA por
PPARa es mucho mayor que la afinidad por PPARy e incluso que este acido graso inhibe
la expresion de este ultimo receptor. Asimismo, los efectos estimulatorios de PPARy que
inducen ciertos ligandos como las tiazolidinedionas son inhibidos por el CLA por lo que se
sugiere que este acido graso funciona como antagonista de PPARy. Sin embargo, este
efecto solo se ha observado con el isdbmero trans-10,cis-12 ya que cis-9,trans-11 aun

cuando se sugiere induce a PPARa, no tiene el mismo efecto (Taylor y Zahradka, 2004).

El suplemento de CLA que en este trabajo se les administro a ratas diabéticas
contenia aproximadamente un 30% del isdbmero cis-9,trans-11, 30% de trans-10,cis-12 y
30% de cis-10,cis-12, segln pudimos comprobar por cromatografia de gases. En cuanto a
los dos primeros, como se menciond anteriormente, parecen tener efectos contrarios,
mientras cis-9,trans-11 reduce los niveles de lipidos, trans-10,cis-12 provoca
hiperlipidemia, insulinoresistencia y diabetes (Taylor y Zahradka, 2004). En cuanto al
isomero cis-10,cis-12, se desconoce el efecto que provoca en la DM. Quizas la
competencia entre estos isdbmeros provoco que no se detectara ningln efecto benéfico
en la DM2 por parte del CLA. Por otro lado, cis-9,trans-11 funciona activando a PPARa,
el cual, tiene efecto sobre el metabolismo de lipidos mientras que PPARy parece tener
efecto sobre la sintesis de insulina, esto explicaria por qué a diferencia de los acidos
grasos -3, el suplemento de CLA no controld los niveles de glucosa en ratas diabéticas.
En un estudio Laybutt (2002) observd que la expresion de PPARy incrementaba en ratas
diabéticas, sin embargo, a medida que incrementaba este factor de transcripcion,
disminuia PPARa. Por el contrario, cuando se observaba predominancia de PPARa, PPARy
se encontraba disminuido. Quizas la relacion entre ambos factores de transcripcion es
inversa y a medida que uno aumenta, el otro disminuye. Probablemente el suplemento

de varios isomeros del CLA incrementd la expresion de PPARa a costa de la disminucion



de PPARy, lo que favoreceria una hiperglicemia crénica por la falta de insulina y la nula

estimulacion de PPARy para una mayor sintesis de la hormona.

En ratas diabéticas con DHC (Fig. 15) el CLA pareciera tener algin efecto sobre la
glicemia, sin embargo, esto no se observa en ausencia de dicha dieta, probablemente el

aparente efecto que se esta observando es por la DHC y no por el CLA.

7.2. LIPIDOS

7.2.1. Acidos Grasos ®-3

La insulina cumple una funcion central en la regulacion del metabolismo del
tejido adiposo, en el almacenamiento, la movilizacion y la utilizacion de triglicéridos
(Flakoll, 2003). El modelo de DM2 aqui trabajado, se caracterizd por una escasa
secrecion de insulina y como consecuencia, una alteracion en el metabolismo de lipidos.
Como se muestra en la figura 16 A, en este modelo de DM2 se increment6 el contenido
de triglicéridos en suero. Dicho fendémeno quizas se encuentre relacionado con los
efectos fisioldgicos de la insulina en el metabolismo de lipidos, uno de ellos es promover
el almacenamiento de grasa e inhibir el catabolismo de ésta. Cuando las
concentraciones de esta hormona en sangre son bajas, la grasa se moviliza de las
reservas de tejido adiposo (Flakoll, 2003). La escasa secrecion de insulina permite la
activacion de la lipasa sensible a hormona, esta enzima se encarga de activar la lipdlisis,
como consecuencia, se observa un aumento en el transporte de los lipidos para su
posterior oxidacion. El incremento de triglicéridos en este modelo de DM refleja la
movilizacion de los lipidos como consecuencia de los niveles bajos de insulina.

Por otra parte, los acidos grasos -3 también promovieron el transporte de los
lipidos, como se observa en esta misma figura (16A). El grupo con dicho suplemento de
acidos grasos mostré niveles elevados de triglicéridos en suero, quizas el mecanismo de
accion es diferente pues los niveles de insulina en este grupo son incluso mayores que el
control (Fig. 35). Dentro de los factores de transcripcion activados por PUFAs, se
encuentran los PPARs, los cuales como se explicé anteriormente, estan relacionados con
la sintesis de insulina, sin embargo, estos receptores nucleares también regulan la
transcripcion de genes involucrados en el metabolismo de los lipidos. En general los

acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) funcionan como ligandos de mas de un isotipo de



PPARs, aunque las afinidades difieren (Aleman et al, 2002). Los acidos grasos o-3, aun
cuando son ligandos por excelencia de PPARy, también podrian activar a PPARa. Este
ultimo factor de transcripcion regula genes involucrados en el transporte y oxidacion de
los lipidos, modula la expresion constitutiva de genes que codifican enzimas
mitocondriales del catabolismo de acidos grasos y ademas, regula la induccion de las
enzimas de B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal de acidos grasos (Uauy et al, 2000).
El aumento de triglicéridos séricos en ratas con suplemento de acidos grasos -3 podria

deberse al transporte de lipidos inducido por medio de la activacion de PPARa.

La dieta hipercaldrica en esta misma figura (Fig. 16), muestra una concentracion
de triglicéridos similar al grupo control, incluso con una ligera tendencia a disminuir
dichos niveles con respecto a los valores normales. Este fendbmeno se explica de la
siguiente manera: Entre los multiples efectos metabodlicos de la insulina, la accion mas
potente es la supresion de la lipdlisis del tejido adiposo. Un aumento de la
concentracion plasmatica de insulina de solo 5pU/ml inhibe la lipdlisis en
aproximadamente un 50% respecto a los valores basales (Flakoll, 2003). Los animales con
DHC mostraron una mayor produccion de insulina en pancreas que el grupo control,
quizas estas altas concentraciones de insulina inhibieron a la lipasa sensible a hormona
que regula el efecto antilipolitico de la insulina. Esto significa que al Inhibir la accion de
dicha lipasa se reduce la movilizacion de los lipidos y como consecuencia de ello la
concentracion de triglicéridos se muestra similar al control, aunque aumenta la

concentracion de lipidos en tejidos que son potencialmente peligrosos.

En cuanto a la concentracion de colesterol (Fig. 16 B), no se observan diferencias
significativas entre los grupos control (Ctrl, DHC, ®-3), sin embargo, la tendencia de
este lipido cuando hay DHC es a incrementar, lo cual nos sugiere un efecto

potencialmente nocivo por parte de esta dieta.

En este modelo de diabetes, se promueve un incremento en los niveles de
triglicéridos (Fig. 17 A). Como se menciond anteriormente, la escasa secrecion de
insulina permite la activacion de la lipolisis y como consecuencia, se observa un
aumento en el transporte de los lipidos para su posterior oxidacion. Un mejor control de

la diabetes revertiria el defecto en la actividad de la lipasa y reduciria los valores de



triglicéridos en suero (Flakoll, 2003). Asi pues, cuando hay suplemento de w-3 en la DM2
se muestra una disminucion en el contenido de triglicéridos, esto se explica por un
aumento en la produccion de insulina que inhibe la accion de la lipasa promoviendo la
lipogénesis. Los niveles de triglicéridos en este grupo nos dan una idea del control de la
DM con acidos grasos w-3, ya que ademas de mantener la glicemia en niveles normales,
revierten el efecto lipolitico caracteristico de la DM2. Sin embargo, aun cuando la
tendencia del grupo de ratas diabéticas con suplemento es a controlar los niveles de
triglicéridos, éstos no son estadisticamente iguales al control quizas por la activacion
minoritaria de PPARa, por medio del cual, se estimula el transporte y oxidacion de

lipidos.

En general, los grupos con DHC (Fig. 18 A) muestran un contenido de triglicéridos
similar al grupo control. Como se explicd anteriormente, una mayor produccion de
insulina inhibe la lipolisis y esto se refleja en concentraciones normales de triglicéridos.
Por su parte, los acidos grasos w-3, en conjunto con una DHC en ratas con DM2,
promueven un incremento de colesterol sérico (Fig. 18 B). Quizas el colesterol detectado
o cuantificado, es resultante de la dieta mas que de una mayor movilizacién derivada
del efecto lipolitico de los acidos grasos omega-3, todo esto a través de la activacion de
PPARG.

En cuanto al contenido de triglicéridos en higado, no se encuentra diferencia
significativa entre los grupos. El contenido de colesterol en este tejido se muestra mayor
en ratas con DM2 (Fig. 23 B) quizas por la disminucion de la insulina; se activa el
catabolismo de los lipidos, en donde el higado actiia como principal central metabdlica
de grasas y debe haber un aumento en los acetil-CoA disponibles para la biosintesis de
colesterol. Con el suplemento alimenticio de acidos grasos w-3 se observa una tendencia
a restituir los valores de colesterol en este tejido, ya que de cierta forma reprimen la

lipolisis por una mayor produccion de insulina.



7.2.2. Acido Linoléico Conjugado

En ratas normales, el suplemento de CLA muestra una tendencia a incrementar los
niveles de triglicéridos en suero (Fig. 19 A); se ha reportado que este acido graso es un
potente activador de PPARa y por medio de este factor de transcripcion es que se induce
el transporte y oxidacion de lipidos (Taylor y Zahradka, 2004). Sin embargo, en ratas con
DM2 y suplemento de CLA (Fig. 20 A), se observa una exacerbada actividad lipolitica al
sostener niveles elevados de triglicéridos similares al grupo de ratas diabéticas sin
suplemento. Con base en los resultados de glucosa reportados en la figura 14 A, en
donde no se observo control de la glicemia, se puede concluir que asi como no mostré
efecto sobre la glicemia, de la misma manera no mostré efecto sobre los niveles de
lipidos. También cabe la posibilidad que los isdbmeros presentes en la dieta, tengan
efectos opuestos que no permiten ver una tendencia definida. Asi, es muy probable que

el contenido de triglicéridos se deba a la DM2 y no al suplemento de CLA.

En higado, el CLA por si solo promueve acumulacion de colesterol (Fig. 25 B), lo
que refleja la probable activacion del catabolismo de lipidos y un efecto potencialmente
nocivo por parte de este suplemento. Por su parte, el CLA en la DM2 muestra la misma
tendencia que el grupo de ratas diabéticas en cuanto al contenido de colesterol. Sin
embargo, en conjunto con la DHC el CLA en la diabetes promueve a un incremento
significativo de colesterol en higado, incrementando el dafo que la DHC genera en la
DM2.



7.3. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS

7.3.1. Higado

Las células de mamiferos requieren de precursores exodgenos de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, de modo que la composicion de acidos grasos en tejidos
de animales diabéticos, se debe en parte a los suministrados en la dieta (Holman et al,
1983). Por ello, la composicion de acidos grasos varia segun el modelo de diabetes y la
composicion lipidica del alimento administrado. En este modelo, la diabetes indujo
cambios en la composicion de acidos grasos de higado, se encontré una disminucion del
acido araquidonico, lo cual, ha sido relacionado con hiperglicemia (Holman et al, 1983).
Se conoce que en modelos de diabetes quimicamente inducida (diabetes experimental,
mas parecida a la diabetes tipo 1), el contenido de acido araquidonico disminuye, esto a
sido asociado con la escasa secrecion de insulina. Ramesh et al (2007) reportan que la
insulina regula la actividad de la A6 y A9 desaturasas durante una condicion
normoglicémica, sin embargo, durante condiciones de hiperglicemia la regulacion de
estas enzimas es deficiente. Por lo tanto, al inhibirse a la A6 desaturasa en la diabetes,
no se permite la conversion de acido linoléico en acido gama linolénico, y como
consecuencia se observa una disminucion del acido araquidénico. Holman et al (1983)
reportan que el defecto metabdlico de la diabetes inducida por estreptozotocina se
limita principalmente a la inhibicion de la A5 desaturasa. Como consecuencia, se
observa una acumulacioén del acido dihomo y-linolénico (Compuesto de 20:3), a partir del
cual se forma el acido araquidonico. Como se muestra en la tabla 2, entre los cambios
que indujo la diabetes se encuentra un incremento en los compuestos 20:3, lo que nos
habla de un defecto en la A5 desaturasa, como lo mencionan Holman et al (1983).
Asimismo, esta enzima es la encargada de convertir acido a-linolénico en acido
eicosapentaendico (EPA). Entre otros cambios, este modelo de DM2 provocd una
disminucion del contenido de EPA, lo que refleja una menor actividad por parte de esta
desaturasa. Asimismo, en esta tabla, se observa que el contenido de acido
docosahexaendico (DHA) no se alterd con la DM, si hubiese un error en la A6 desaturasa
como lo menciona Ramesh (2007), no habria conversion del acido a-linolénico en DHA,

pues esta enzima participa activamente en la formacion de éste Gltimo.



Por otro lado, Colman et al (1983) refieren que la deficiencia de acido
araquidonico también puede resultar en parte de una excesiva actividad de la

fosfolipasa A2 y la consecuente conversion de araquidonico en prostaglandinas.

Por su parte, el suplemento de acidos grasos »-3 llevo a un incremento de los
acidos palmitico, palmitoléico y oleico cabe mencionar que el suplemento alimenticio
ademas de contener en su mayoria EPA y DHA, de manera minoritaria, contenia otros
acidos grasos como palmitico y oleico. Ademas se observd que tanto ratas diabéticas
como normoglicémicas al ser suplementadas con »-3 disminuyeron el contenido de acido
araquidonico en higado (Tabla 2 y 3). Garg et al (1989) reportaron que el consumo de
aceite de pescado cuyos componentes principales son acidos grasos -3, se encontro
asociado con un cambio en el contenido de acido araquidonico de fosfolipidos de higado
a triacilglicéridos en plasma. Sin embargo, los mecanismos de accion aun se desconocen.
Recientemente, Igal et al (2001) demostraron que una sobreexpresion de la glicerol-3-
fosfato acetiltransferasa, dirige la incorporacion de acidos grasos exogenos en
triacilglicéridos en lugar de incorporarlos a fosfolipidos. Quizas el mecanismo de accion
de los »-3 sea a través de inducir la sobreexpresion de alguna enzima, facilitando la

incorporacion de los acidos grasos en triglicéridos.

En la tabla 3 se muestra que el suplemento de -3 en la diabetes restaurd los
niveles de palmitoléico, oléico y compuestos de 20:3 a niveles normales. Se ha
reportado que una terapia con insulina en la DM corrige la actividad de las desaturasas y
restaura la composicion de acidos grasos con excepcion del acido araquidonico (Holman
et al, 1983). El suplemento de ®-3 indujo a una mayor produccién de insulina, quizas
esto explique la restauracion parcial en la composicion de acidos grasos de higado de
ratas diabéticas.

Se observd una acumulacion de acido linolénico en animales con DM2 y
suplemento de w-3, quizas las desaturasas y elongasas que participan en la conversion
de linolénico a EPA y DHA se mantuvieron inactivas, pues no hubo necesidad de convertir

el sustrato ante la administracion del producto.

El suplemento de CLA en animales normoglicémicos produjo un incremento de

acidos grasos poliinsaturados, entre ellos, el acido linolénico, eicosapentaendico (EPA),



docosahexaendico (DHA) y compuestos de 20:3 (Tabla 5). Estos cambios podrian ser
benéficos al favorecer el incremento en la fluidez membranal, pero seria conveniente
hacer dichas mediciones para corroborar la hipotesis. En ratas diabéticas, el CLA mostro
algunas tendencias similares al grupo de ratas diabéticas sin este suplemento como por
ejemplo, el incremento del acido oléico, que se observé también en animales diabéticos
sin suplemento (Tabla 6). No obstante, el CLA restituyo los niveles de araquiddnico y
estearico que en la DM se mostraron disminuidos. Este efecto quizas esté relacionado
con una menor utilizacion de acidos grasos lo que se manifiesta en acumulacién de los
mismos, mas que una influencia en la actividad de las desaturasas.

Los cambios en la composicion de acidos grasos a los que indujo el CLA resultan
dificiles de explicar. Como se ha mencionado anteriormente, los diferentes isdbmeros de
CLA inducen efectos contrarios y quizas la competencia entre ellos provoca que no se

detecten efectos benéficos en la DM2.
7.3.2. Rifon

La diabetes no condujo a cambios significativos en la composicion de acidos grasos
de este tejido. Por su parte la dieta hipercalérica (DHC) incrementd el contenido de
acido araquidonico tanto en higado como en rindén (Tabla 4 y 8). Esto muestra un efecto
potencialmente nocivo por parte de esta dieta al incrementar el sustrato para la sintesis
de eicosanoides vasoactivos tales como leucotrienos de la serie 4, prostaglandinas y
tromboxanos de la serie 2. Asimismo, esta dieta provocé una pérdida en la acumulacion
de los acidos miristico, linolénico, EPA y DHA. Quizas la incorporacion de acidos grasos
saturados incluidos en la dieta compitié con la acumulacion de poliinsaturados, evitando
la incorporacion de estos Ultimos. El suplemento de acidos grasos w-3 restituyo los

niveles de acido linolénico y docosahexaendico (DHA) en presencia de la DHC y diabetes.

Como se muestra en la tabla 11, el CLA se incorpord en las membranas de las
células del rindn, esto, eventualmente generara una competencia con el acido linoléico
evitando la formacion de araquidonico y posterior sintesis de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos. Asimismo, este suplemento provocé un incremento

significativo de EPA y DHA. Al igual que en higado, el suplemento de CLA modificé la



composicion lipidica mostrando un incremento de acidos grasos poliinsaturados, lo que

podria favorecer a un aumento en la fluidez membranal.

7.4. HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

7.4.1. Acidos Grasos o-3

En este modelo, la DM2 provocé una atrofia de islotes de moderada a severa en el
pancreas de ratas wistar. La atrofia se caracterizé6 por una disminucion en el tamano
celular y/o en la cantidad de islotes que conforman al tejido. En el caso de ratas
diabéticas con suplemento de omega, la atrofia de islotes no reflejo disfuncion de
células B, pues estas fueron capaces de satisfacer la demanda de insulina con una mayor
sintesis y secrecion. Por su parte el grupo de ratas diabéticas sin suplemento mostré un
descontrol de la glicemia, un menor contenido de insulina y atrofia de islotes, lo cual,
en conjunto, refleja disfuncion de las células B que como se menciond en la primera
parte de la discusion, este dano puede ser resultado de la glucotoxicidad y lipotoxicidad
caracteristicas de la DM2. El suplemento de acidos grasos w-3 en la DM protegio al
pancreas del dano generado por la gluco y lipotoxicidad pues pese a la atrofia de islotes
observada para este grupo, las células B restantes fueron capaces de mantener un
control de la glicemia con un mayor aporte de insulina. Cabe recordar que tanto la
glicemia como la exacerbada lipolisis se controlaron con la administracion de este
suplemento. Los resultados de inmunohistoquimica (Fig. 35) revelan una mayor
produccion de insulina en ratas diabéticas con suplemento de omega que aquellas
diabéticas sin suplemento. Como ya se menciond, el probable mecanismo de accién de
estos acidos grasos es a través de los factores de transcripcion PPARs. Particularmente
PPAR-y esta relacionado con la sintesis de insulina y probablemente a través de este
factor de transcripcion los w-3 lograron compensar la demanda de esta hormona. De esta
manera se evitd la hiperglicemia cronica que a largo plazo provoca glucotoxicidad,

lipotoxicidad y disfuncion de las células B del pancreas.

En animales con DM2 y DHC el pancreas se muestra con necrosis severa (Fig. 30),
lo que sugiere que una dieta de este tipo intensifica el dano generado en la DM2. Sin

embargo, la inmunohistoquimica revela que hay un mayor contenido de insulina en los



islotes de estas ratas y como consecuencia los niveles de glicemia mostraron un aparente
control (Fig.11). Se ha reportado que en las células B pancreaticas, la lipotoxicidad
provoca un aumento en la concentracion de calcio intracelular y este aumento estimula
a una mayor secrecion de insulina, sin embargo, dicho incremento también se encuentra
relacionado con la disfuncion de las células B. Aunque al inicio este fendmeno lleve al
incremento de la secrecidn de insulina, eventualmente provoca una pobre respuesta por
parte de las células B a la accion de esta hormona, lo que conduce al mal
funcionamiento de dichas células (Zhang, 2005). Esto explicaria en parte la necrosis
severa generada por la DHC en la DM2 aunque no podemos descartar que el constante
estimulo con glucosa en el agua de beber forzé a una mayor secrecién de insulina y llevo

eventualmente a una necrosis severa en islotes.

Tanto la DHC como el suplemento de w-3 en la diabetes promovieron el
incremento de insulina (Fig. 38), sin embargo, la DHC promueve sélo la secrecion, en
tanto que los omega estimulan la sintesis, lo cual da como resultado que cada vez que
exista estimulacion de células B, en el grupo con suplemento habra insulina suficiente
para incorporar glucosa a las células del cuerpo, en tanto que en el grupo sin
suplemento habra quizas el mismo nimero de secreciones, pero la cantidad de insulina

sera menor.

7.4.2. Acido Linoléico Conjugado

Los resultados obtenidos con inmunohistoquimica revelan que el suplemento de
CLA promueve un incremento en el contenido de insulina de islotes pancreaticos de
ratas diabéticas con dieta normal y DHC, pero no parecen contribuir al control de la
hiperglicemia. El mecanismo de accién de este acido graso aun se desconoce y la
presencia de numerosos isomeros con propiedades distintas dificultan el analisis. Como
se menciono anteriormente, existen alrededor de seis isomeros de CLA de acuerdo a la
posicion de las insaturaciones y/o a la conformacion cis o trans. Los resultados obtenidos
con la mezcla de isomeros o bien cada uno por separado difieren entre ellos incluso

mostrando efectos contrarios (Taylor y Zahradka, 2004).



De los tres isomeros encontrados en las capsulas con CLA (30% cis-9,trans-11, 30%
trans-10,cis-12 y 30% cis-10,cis-12), dos de ellos parecen tener efectos contrarios,
mientras cis-9,trans-11 reduce los niveles de lipidos, trans-10,cis-12 provoca
hiperlipidemia, insulinoresistencia y diabetes (Taylor y Zahradka, 2004). De estos
isomeros se desconoce cual de ellos llevo a cabo el efecto sobre la insulina y, aun
cuando este acido graso la incrementd hasta llegar a niveles normales, se desconoce si

indujo a una mayor produccion o sélo a una mayor acumulacion en las células beta.

Independientemente del mecanismo por el cual se indujo un incremento de
insulina, esto no fue suficiente para controlar la glicemia de ratas diabéticas. AUn
cuando el contenido de insulina en los islotes de ratas diabéticas con suplemento de CLA
era igual al de ratas normales, la glicemia de las primeras fue descontrolada a lo largo
de todo el tratamiento. Quizas el contenido de insulina no es condicion suficiente para
mejorar la glicemia de animales con DM2. Cabe recordar que el hecho de que se
encuentre insulina en los islotes pancreaticos, no significa necesariamente que ella se
esté liberando al torrente sanguineo, puede haber una acumulacion derivada de
problemas en la secrecion de insulina en alguno de los pasos necesarios para su
secrecion; esto ultimo se podria corroborar indirectamente midiendo la concentracion
de insulina en sangre. Es probable que el mecanismo de accion por el cual los acidos
grasos w-3 llevan al control de la glicemia, va mas alla de la produccién de insulina; Se
ha reportado que PPAR-y, factor de transcripcion estimulado por acidos grasos w-3, no
solo promueve la sintesis de insulina, sino que incrementa la expresion del substrato
para el receptor 2 de insulina, estimula la expresion de los transportadores GLUT 4 y
GLUT 2 en las células B del pancreas, ademas de reducir la produccion hepatica de
glucosa (Aleman et al., 2002). Por otro lado, se ha reportado que los acidos grasos w-3
regulan la fluidez membranal de fantasmas de eritrocitos y testiculos de animales
diabéticos e hipertensos, en este estudio se encontréo que el suplemento de omega
favorece a un incremento en la fluidez membranal, misma que se encuentra disminuida
en la DM2 (Hernandez, 2008 y Perez, 2008). Quizas el incremento en la fluidez
membranal permita que la insulina sea mas eficiente, de manera que los procesos de
fusion de membranas para que los glucotransportadores se integren a la misma se lleven

a cabo con facilidad y puedan funcionar correctamente. Probablemente los »-3 no solo



incrementan la producciéon de insulina, sino que la accion de esta se vuelve mas

eficiente, lo que contribuye al control de la glicemia.

Finalmente, el suplemento de CLA protegio al pancreas del dafo provocado por la
gluco y lipotoxicidad en la DM2, pues el pancreas de estos animales no mostro cambios
patologicos. Cabe recordar que los acidos grasos poliinsaturados son mas susceptibles al
ataque de radicales libres, asi que probablemente el CLA actué como antioxidante
evitando cascadas de propagacion de radicales libres del medio y de esta manera

condujo a la proteccion del tejido.



CONCLUSIONES

e Los &cidos grasos -3, eicosapentaenoico y docosahexaenoico, promovieron un
incremento en la sintesis de insulina en células pB-pancreaticas y favorecieron el

control de la glicemia en este modelo de DM2.

e El 4cido linoleico conjugado, pese a que indujo un incremento en el contenido de
insulina de islotes pancreéaticos no controlé la hiperglicemia en este modelo de
DM2.

e El mecanismo de accioén de los &cidos grasos -3 no sélo es a través del aumento
en la sintesis de insulina, sino que debe haber otros mecanismos que actlan
simultaneamente, como la activacion de factores de transcripcion que regulan la

sintesis de glucotransportadores y receptores de insulina.

e El control de la glicemia se ve favorecido al incrementar el contenido de insulina
en islotes pancreéaticos, sin embargo, se encuentran involucrados otros
mecanismos por los cuales se lleva acabo dicho control. El incremento de insulina

no es condicion suficiente para controlar la glicemia en la DM2.

e El suplemento de ®-3 elevo los niveles de triglicéridos en suero de ratas

normoglicémicas y con DM2.

e La DM2 incremento los niveles de triglicéridos en suero y colesterol en higado.

e La dieta hipercaldrica elevo los niveles de colesterol en suero.

e El dafio generado al pancreas de ratas diabéticas es mas severo cuando reciben

una dieta hipercalérica.

e En este modelo de diabetes mellitus, se indujeron alteraciones en la composicion

de acidos grasos de higado. Por otro lado, los &cidos grasos -3 también indujeron



cambios en la composicion de los acidos grasos que podria contribuir al control de

la glicemia.

La dieta hipercalérica modifica la composicion de acidos grasos de higado y rifion,

entre otros, un incremento significativo de acido araquidonico en rifion.



APENDICE 1

TINCION DE PANCREAS CON EOSINA-HEMATOXILINA

1) Deshidratacion de tejidos.

Etanol % Tiempo (min)
40 30
50 30
60 30
70 60
80 60
90 60
96 60
100 60

2) Tincion de eosina-hematoxilina I. Las laminillas se mantuvieron a 60°C por 30min antes
de tedir. Posteriormente se pasaron por diferentes solventes y colorantes siguiendo el

protocolo que se muestra a continuacion.
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