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1. RESUMEN

La diabetes es un grupo de enfermedades cronico degenerativas de origen multifactorial
que dia a dia aumenta la tasa de incidencia, prevalencia y defuncion. Los lipidos estan
estrechamente relacionados con el desarrollo de la diabetes; por ejemplo, se conoce que la
cantidad y calidad de los 4cidos grasos de la dieta modula la acciéon de la insulina. Se ha
reportado que el consumo de &cidos grasos poliinsaturados (AGPIs), como los omega 3, los
omega 6 y el aceite de aguacate rico en acido omega 9, producen cambios asociados a efectos
benéficos en contra de la diabetes. En esta tesis nos planteamos como objetivo principal: analizar
el efecto del suplemento de 4cidos grasos omega (3, 6 6 9) sobre el desarrollo de la diabetes,
considerando parametros fisioldgicos como la concentracion de glucosa, insulina, colesterol,
triglicéridos y peso corporal, asi como los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
membranas de eritrocitos tales como la composicion de acidos grasos y fluidez membranal. Para
ello; se generd Diabetes Tipo 2 en ratas Wistar (machos) de 48 horas de edad, con
estreptozotocina (dosis unica 125 mg/kg peso); al destete, se suplementd a los animales con
fuentes ricas en acidos grasos omega 3 (linaza), 6 (primula) 6 9 (aguacate), de lunes a viernes
(dosis de 125 mg/kg de peso corporal).

Durante el tiempo de tratamiento se midié semanalmente la concentracion de glucosa y el
peso corporal; mensualmente se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa; colesterol y
triglicéridos se midieron con tiras reactivas. Al final de los tratamientos (1, 3 y 6 meses) los
animales fueron anestesiados con pentobarbital (40 mg/Kg peso) y se obtuvo, sangre por puncion
cardiaca de la cual una parte se reservo para obtener suero, a una parte se le agregd inhibidor de
proteasas (Complete MINI Roche®) para cuantificar la concentracion de insulina y el resto se
utilizé para cuantificar colesterol y triglicéridos por métodos enzimaticos. Posteriormente de la
muestra de sangre se obtuvieron fantasmas de eritrocitos y se analizd su composicion de acidos
grasos por cromatografia de gases, equipo Clarus 500 de Perkin Elmer controlado por
computadora, con detector de ionizacién de flama (FID) y una columna capilar omegawax de
Supelco. Para medir fluidez membrana se implemento el uso de varios monitores fluorescentes.

El modelo de diabetes utilizado en este proyecto se establecid como DMT2, la
concentracion de glucosa en todos los grupos oscilaron durante todo el tiempo experimental,

teniendo un comportamiento similar a los grupos control y esto es debido a que la hiperglicemia
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generada fue ligera, este modelo parece reflejar lo que ocurre en etapas tempranas de la diabetes
en donde no hay cuidados sobre la concentracion de la glucosa sanguinea por desconocimiento
del paciente sobre este padecimiento. Sin embargo, aunque las concentraciones de glucosa
oscilaban 124 + 6 mg/dl, las curvas de tolerancia a la glucosa mostraron que los grupos diabéticos
no regulan la concentracion de glucosa con o sin suplementos de acidos grasos omega (3, 6 6 9)
manteniéndose alta (600 mg/dl) por més de dos horas, hacemos hincapié en la importancia de las
curvas de tolerancia a la glucosa ya que seria el método més adecuado para determinar si se tiene
control sobre la glicemia principalmente en los individuos con DMT2. Al analizar la
concentracion de colesterol, triglicéridos, proteina en suero y proteina de membrana de fantasmas
de eritrocitos no se encontraron diferencias significativas entre grupos.

Con relacién a la composicion de acidos grasos se observo que, considerando los valores
del cociente de acidos grasos insaturados/saturados (I/S) como indicador de fluidez membranal,
el grupo control no cambi6 durante todo el tiempo experimental (1, 3 y 6 meses), mientras que al
mes de edad el grupo inducido a diabetes con estreptozotocina (STZ) mostrd un cociente menor
que el grupo control, sin embargo, a los tres meses el cociente I/S indicé que el grupo STZ
incrementd la fluidez, en respuesta a los cambios ocurridos durante el desarrollo de la DMT?2.
Los suplementos de acidos grasos omega 3, 6 60 9 juegan un papel crucial en cuanto a la
composicion de AG de las membranas de eritrocitos y las diferencias observadas durante el
tiempo experimental entre los grupos control y STZ suplementados, que parecieran notarse
cuando la DMT2 estd mas avanzada, mostrando que las membranas de los grupos STZ son
menos fluidas que los controles a los 6 meses de edad.

Se utilizé en un modelo de liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) tres diferentes
monitores de fluidez membranal (DPiP, DPH y TMA-DPH), los cuales aportaron a este trabajo
informacion precisa de su comportamiento dentro de un modelo membranal en presencia y
ausencia de colesterol, asi como la ubicacion en la que se ubican preferencialmente para brindar
informacion acerca de las caracteristicas termotropicas de las membranas. De igual modo, fueron
incorporados en las membranas de los fantasmas de eritrocitos, donde se pudo observar que el
DPiP es el monitor que brinda informacion més detallada sobre los cambios ocurridos en las

membranas durante el desarrollo de DMT?2.
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1. ABSTRACT

Diabetes is a group of degenerative diseases with a multifactorial origin which increases
day by day its incidence rate, prevalence and mortality. It has been shown that lipids are closely
related to the development of diabetes, €.g. the quality and quantity of fatty acids in the diet
modulate the action of the insulin. It has been reported that consumption of polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) such as omega 3, omega 6 and omega 9 found in avocado benefit the body
protecting against diabetes. The aim of this thesis was to analyze the effect of omega 3, omega 6
and omega 9 on the development of diabetes and to test blood glucose concentration, insulin,
cholesterol, triglycerides and body weight. As well as looking for changes on the
physicochemical properties of the erythrocyte membrane such as fatty acids composition and
membrane fluidity. To carry out our research, type 2 diabetes was induced in 48 hour-old male
Wistar rats with streptozotocin (STZ) (125 mg/kg). At weaning, male Wistar rats were
administered with sources rich in omega 3 (linseed), omega 6 (primula) and omega 9 (avocado)

from Monday to Friday (125 mg/kg body weight/dose).

During the treatment, the levels of glucose and body weight were weekly recorded. To
analyze our data, glucose tolerance curves were performed monthly. To measure the
concentration of cholesterol and triglycerides test strips were used. At the end of the treatments
(1, 3 or 6 months), Wistar rats were anesthetized with a dose of pentobarbital (40 mg/kg body
weight) and blood samples were collected from their heart by puncture for serum separation.
Serum concentrations of insulin, cholesterol and triglycerides were determined from those blood
samples. The erythrocyte ghosts were obtained from that blood sample as well. To analyze fatty
acid composition of erythrocyte ghosts we used gas chromatography lipid analysis. Gas
chromatography analysis was carried out in a Pekin Elmer Clarus 500 controlled by computer,
equipped with a split/splitless capillary injector and a flame ionization detector. For
measurements of the membrane fluidity of the erythrocyte ghosts fluorescence indicators were

used.

Our results suggest that the biological model that we used is a DMT2 model. The glucose
concentration in the treatment groups oscillated during the experimental time similar to the

control group reflecting a slight state of hyperglycemia. This biological model seems to show
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what happen in the early phases is diabetic where blood sugar is raised beyond the normal but it
is not so high that the patient realizes that has diabetes. From our results, we observed that
glucose concentration oscillated 124 + 6 mg/dl, while that glucose tolerance curves showed that
diabetic group does not regulate glucose concentration with or without fatty acids omega (3, 6 or
9). However, the diabetic group showed high glucose concentration by 2 hours after feeding (600
mg/dl). We want to remark that glucose tolerance curve is a good method to determine if there is
control over glycemia mainly to the DMT2 group. Regarding cholesterol, triglycerides, serum
protein and membrane protein of the erythrocytes ghosts, we have observed no significant

difference between groups.

With reference to fatty acids composition, we observed that the unsaturated/saturated ratio
(I/S), as an indicator membrane fluidity, the control group did not change during the experimental
time (1, 3 and 6 months). Quite the opposite, the streptozotocin (STZ) group showed a lower I/S
ratio respect to the control group. However, after 3 months the I/S ratio showed that membrane
fluidity increased in the STZ group. These results suggest that membrane fluidity changed during
the DMT?2 development. In conclusion, our results suggest that consumption of polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) such as omega 3, omega 6 and omega 9 play a key role on the fatty acids
composition of the erythrocytes membranes. After six months, the membranes of the STZ groups

were less fluid than the control group, at the time where the diabetes is in an advance stage.

On the other hand, we used in a dipalmitoylphosphatidylcoline (DPPC) liposome model
different monitors such as DPiP, DPH and TMA-DPH to measure membrane fluidity. These
monitors allowed us to know their behavior inside the membrane model in presence or absence of
cholesterol as well as their location. In particular, we could get information about the
thermotropic characteristics of membranes from these monitors. In addition, those monitors were
incorporated to the membranes of the erythrocytes. From these experiments, we observed that
DPiP monitor offered detailed information about the changes occurring during diabetes

development.




Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

2. INTRODUCCION

2.1 Diabetes Mellitus

En las tltimas décadas la Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido rapidamente en la
epidemia del siglo XXI y en un reto de salud global. Estimaciones de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMYS) indican que a nivel mundial, de 1995 a la fecha casi se ha triplicado el nimero de
personas que viven con diabetes, con cifra actual estimada en mas de 347 millones de personas
con diabetes (Danaei et al., 2011). De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (FID),
China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México, son (en ese orden) los paises con mayor
numero de diabéticos (International Diabetes Federation, 2014).

En su etapa inicial la DM es silenciosa, no produce sintomas y cuando se detecta
tardiamente o no se trata adecuadamente ocasiona complicaciones de salud graves como infarto
al miocardio, ceguera, insuficiencia renal, amputacién de las extremidades inferiores y muerte
prematura (DeFronzo, 2004). Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes
se reduce entre 5 y 10 afos (Donnelly et al., 2000), (Diabetes UK, 2010). Con base en la
informacion recolectada por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012),
reportan que en México la edad promedio de las personas que murieron por diabetes en 2010 fue
de 66.7 afios, lo que sugiere una reduccion de esperanza de vida de 10 afios (Hernandez-Avila et
al., 2013).

La DM es una enfermedad metabolica caracterizada principalmente por concentraciones
elevadas de glucosa en sangre, en parte debido a que la respuesta secretora de insulina es
insuficiente o ineficiente, debida a la interaccidon de factores genéticos (por ejemplo, mutaciones
monogénicas y poligénicas) y factores ambientales (por ejemplo, el sobrepeso, la obesidad y la

inactividad fisica) (Prabhakar and Doble, 2009; Mohler et al., 2009).

2.2 Clasificacion de los diferentes tipos de Diabetes Mellitus
Diabetes Tipo 1

La diabetes tipo 1 (DMT1) es una enfermedad autoinmune, en la que el sistema de
defensas del organismo ataca a las células B-pancreaticas (encargadas de la sintesis de insulina).
Como resultado, el organismo deja de producir insulina afectando el control de la glicemia. La
enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad, pero suele aparecer en nifios o jovenes

adultos. Las personas con este tipo de diabetes necesitan de la administracion exodgena de insulina
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a diario con el fin de controlar la concentracion de glucosa sanguinea (International Diabetes

Federation, 2015).

Diabetes Tipo 2

La Diabetes Tipo 2 (DMT2) es el tipo mas comun de diabetes, suele aparecer en adultos
pero cada vez hay mas casos de nifios y adolescentes. En este tipo de diabetes el organismo puede
producir insulina pero no la suficiente o los tejidos blanco son resistentes a ella provocando una
acumulacién de glucosa en la sangre. Las personas con diabetes tipo 2 podrian pasar mucho
tiempo sin saber de su enfermedad debido a que los sintomas podrian tardar afios en aparecer o en
reconocerse, tiempo durante el cual el organismo se va deteriorando debido al exceso de glucosa

en sangre (International Diabetes Federation, 2015).

Diabetes gestacional

Durante el embarazo se pueden presentar estados de hiperglucemia cronica que aparecen
generalmente en el ultimo trimestre del embarazo como consecuencia de la condicion
diabetogénica del mismo (Febres Balestrini et al., 2000; Baird, 1986). La Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) se define como la alteracion del metabolismo de los hidratos de carbono, de
severidad variable, que comienza o se reconoce por primera vez durante el embarazo. Esta
condicién por ser generalmente asintomadtica, puede pasar con frecuencia desapercibida. Este tipo
de diabetes desaparece al término del embarazo, pero esta asociada a un incremento significativo

de la morbilidad materna, fetal y neonatal (Goldman et al., 1991).

Diabetes inducida farmacolégicamente

Los modelos animales son usados para buscar posibles soluciones a las enfermedades en
humanos. El uso de los animales como modelos de experimentacion en el estudio de la
fisiopatologia de la diabetes ha permitido entender algunas de las causas y consecuencias, ademas
de obtener avances en el tratamiento y control de este sindrome, aun cuando los signos y
alteraciones no se reproducen con exactitud. En la literatura se encuentran modelos animales
experimentales de diabetes en diferentes especies como son: perro, gato, conejo, cerdo, borrego,
raton y rata. En animales de laboratorio, especificamente rata, la diabetes se puede presentar de

forma espontanea o ser inducida experimentalmente por distintos métodos (Ramos y Domingo,
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1994; Fleitas Estévez et al., 2000; Fernandez et al., 2006). Para la induccion experimental de
diabetes se utilizan sustancias quimicas que destruyen en forma selectiva las células B del
pancreas como son la alloxana (Alx) y la estreptozotocina (STZ). La induccion de DMT1 se
realiza en animales adultos con dosis de 40 mg de Alx /kg de peso corporal (Szkudelski, 2001) o
de 50-60 mg de STZ / kg de peso (Hugues et al., 2001). Para el desarrollo de la DMT2, se pueden
utilizar neonatos de 48 horas de vida tratados con una dosis de STZ entre 100 y 200 mg / kg de
peso corporal (Gonzalez, 2002; Mendez y Ramos, 1994).

Existe abundante informacion acerca de las caracteristicas y datos clinicos de DMTI1 en ratas de
laboratorio (Ramos y Domingo, 1994; Fernandez et al., 2006; Fleitas Estévez et al., 2000); por

otra parte, existe menor informacion de modelos experimentales en animales para DMT?2.

2.3 Sintesis y secrecion de insulina

El apropiado almacenamiento y liberacion de energia durante los estados de alimentacion
y ayuno son esenciales para la sobrevivencia y son controlados principalmente por la accion de la
insulina. La insulina es una hormona secretada por las células  en los islotes pancreaticos de
Langerhans en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa en sangre. Su principal funcion
es la de mantener la concentracion de glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dl
favoreciendo la entrada y almacenamiento de este nutriente en musculo, en tejido adiposo e
higado se favorece como glucdgeno y se inhibe su produccion y exportacion al torrente
sanguineo. Ademas, regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y promueve
la division y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos (Saltiel y Kahn, 2001;
Avruch, 1998).

La sintesis y secrecion de la insulina se lleva a cabo a partir de diferentes senales
bioquimicas. El glucotransportador 2 (GLUT2) se expresa predominantemente en los hepatocitos,
sin embargo, también es expresado por las células del tubulo contorneado proximal del rifidn,
células de absorcidn intestinales y pancreaticas (células B) (Kellett et al., 2008; Cramer et al.,
1992). Esta isoforma de glucotransportador esta implicado en la deteccion de glucosa en las
células B-pancreaticas, higado e hipotadlamo, asi como la activacion de la cascada de secrecion de
insulina mediada por la glucosa (Figura 1) (Burcelin et al., 2000; Dupuis et al., 2010; Garcia et
al., 2003; Mounien et al., 2010).
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2.4 Transporte de glucosa y resistencia a la insulina
Quizas uno de los mecanismos de accion de la insulina mas estudiado y aun poco

comprendido es el relacionado a la regulacion del transporte de glucosa en células adiposas y
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Figura 1. Mecanismo de secrecién de la insulina estimulada por glucosa. El aumento de glucosa en sangre es captado por las células B-
pancreaticas a través GLUT-2. La glucosa se oxida a piruvato mediante la glucélisis. El piruvato se oxida por el PDHc y de la acetil-CoA resultante
se oxida en el ciclo TCA. El NADH y FADH2 resultante se oxidan a través de la maquinaria de la fosforilacion oxidativa que resulta en un
aumento de los niveles de ATP. El aumento del ATP inhibe el canal de K*-ATP que resulta en despolarizacién de la membrana que conduce a una
afluencia de iones de Ca2+ de activacion migracion de vesicula que contiene insulina a la membrana plasmatica liberando la insulina a la sangre.
Modificado de Michael W King, PhD | © 1996-2014 themedicalbiochemistrypage.org.

musculares. En este tipo de células la insulina promueve la translocacion del glucotransportador 4
(GLUT4) desde los compartimientos intracelulares a la membrana plasmatica (Figura 2)
(McCarthy and Elmendorf, 2007). El muasculo esquelético es el tejido responsable del ~ 80% del
metabolismo de la glucosa en presencia de insulina; ademds desempefia un papel clave en el
desarrollo de resistencia a la insulina y DMT2. La captura de glucosa inducida por insulina es un
mecanismo complejo iniciado por la unién de insulina con su receptor de insulina (IR) para que

asi inicie la cascada de sefalizacion de la insulina (Sala et al., 2014).
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La resistencia a la insulina es un estado patologico en el que las células que
ordinariamente responden a la insulina dejan de hacerlo. Los individuos con resistencia a la
insulina estan predispuestos al desarrollo de DMT2, ademas de asociarseles frecuentemente con
un numero importante de desérdenes de salud entre los que se encuentran: la obesidad, la
hipertension, infeccion cronica y enfermedades de tipo cardiovascular. Por lo anterior, entender

los mecanismos que favorecen el desarrollo de la resistencia a la insulina con el fin de entender
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Figura 2. Regulacion del transporte de glucosa por la insulina. La insulina promueve la translocacion del transportador GLUT4 de compartimentos
intracelulares a la membrana plasmatica. La proteina AS160 en su estado no fosforilado y activo regula negativamente a las proteinas G pequefias Rab,
las cuales participan en el trafico vesicular de GLUT4. AS160 estimula la hidrolisis del GTP unido a las Rab (generando Rab-GDP, inactivo) e
inhibiendo el trafico vesicular. Cuando AS160 es fosforilada por Akt se inhibe, por lo que se incrementa el trafico-dependiente de Rab-GTP (activo) de
GLUT4 a la membrana plasmatica. Por otra parte, PDK1 induce también la fosforilacion de sitios criticos en el asa de activacion de dos formas atipicas
de la PKC (PKCME), que contribuyen de manera significativa a la translocacion de GLUT4 inducida por la insulina. Modificado de (Olivares Reyes
and Arellano Plancarte. 2008).

su fisiopatologia y encontrar blancos terapéuticos potenciales para el tratamiento de esta
condicion, ha sido y seguira siendo tarea de muchos grupos de investigacion. De manera general,
la resistencia a la insulina se manifiesta por una disminucion en el transporte de glucosa en
adipocitos y musculo esquelético, asi como un aumento de la produccion de glucosa hepatica y
alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico (Le Roith et al., 2003;
Sesti, 2006; Bhattacharya et al., 2007). Varios agentes y condiciones metabolicas se han
implicado como inductores de la resistencia a la insulina. Los mas comunes son los acidos grasos
libres y sus metabolitos; el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a) y otras citocinas; hormonas

catabdlicas como la epinefrina, el glucagon, la angiotensina Il y hormonas secretadas por el tejido
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adiposo como la resistina. De esta forma parece que la resistencia a la insulina es consecuencia de
la accion de una multitud de inductores. Por ejemplo, el incremento en la concentracion
plasmatica de acidos grasos libres se encuentra asociado con muchos estados de resistencia a la
insulina, incluyendo obesidad y DMT2. En humanos, el contenido y composicion de triglicéridos
y fosfolipidos en musculo correlaciona directamente con la presencia de resistencia a la insulina.
Inicialmente, el incremento en la concentracion plasmatica de 4acidos grasos libres, induce
resistencia a la insulina por la inhibicién del transporte de glucosa, que es seguido por una
reduccion en la sintesis de glucégeno en musculo y la oxidacion de la glucosa (Unger y Orci,
2010).

Estudios a nivel molecular han determinado que el incremento en la concentracion de
acidos grasos libres puede llevar a cambios en la expresion del IR y alterar, tanto la union de la
insulina con el receptor como el estado de fosforilaciéon de su dominio de cinasa. Asi mismo,
pueden inhibir la activacion de la enzima PI3K dependiente de sustrato del receptor de insulina-1
(IRS-1). La inhibicion de la PI3K por los 4cidos grasos libres ha sido asociada a un aumento en la
fosforilacion en residuos de Ser/Thr del IRS-1. Recientemente se ha descrito que los acidos
grasos libres también pueden alterar la activacion de Akt debido a un aumento en la cantidad de
ceramida y diacilglicerol en células musculares en cultivo (Bhattacharya et al., 2007).

Entre los estados patologicos que pertenecen al sindrome metabdlico, existe una
correlacion entre la obesidad y la DMT2 (Kopelman, 2000). Esta estrecha relacion refleja varios
mecanismos, incluyendo: 1) el deterioro de la sefializacion de la insulina en el musculo y otros
tejidos debido a la acumulacién intracelular excesiva de lipidos (lipotoxicidad); 2)
modificaciones intracelulares y extracelulares anormales, de proteinas (tales como la
hemoglobina glicosilada, HbAlc) causada por niveles elevados de glucosa (glucotoxicidad) y 3)
aumento en la produccion de adipoquinas proinflamatorias en las células adiposas y acciones
endocrinas y pardcrinas de estas moléculas (Flachs et al., 2014).

2.5 Acidos grasos membranales

Los lipidos, constituyen aproximadamente del 20 al 80% de la masa de la mayoria de las
membranas (dependiendo del tipo de célula) y casi todo el resto es proteina (Blume, 2004). Los
lipidos de membrana mas abundantes son los fosfolipidos; tienen una cabeza polar y dos colas
hidrocarbonadas. Las colas suelen ser &cidos grasos y pueden tener diferente longitud

(normalmente contienen de 14 a 24 dtomos de carbono). En general, una de las dos colas presenta
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uno o mas dobles enlaces cis (insaturada) mientras que la otra normalmente no tiene dobles
enlaces (saturada) (Alberts et al., 2008).

Existe una creciente evidencia experimental sobre la importancia de los lipidos de
membrana en las diferentes funciones vitales de la célula. A pesar de que tienen diferentes
funciones, todas las membranas bioldgicas comparten una estructura basica comun: una bicapa
constituida de fosfolipidos, proteinas (integrales y periféricas), glicoproteinas y colesterol, son
estructuras dinamicas, fluidas (Mouritsen, 2005). Otra caracteristica importante de las membranas
celulares es la fluidez, que es crucial para muchas funciones de membrana y tiene que ser
regulada con precision.

La fluidez de una membrana depende tanto de su composicion como de su temperatura,
como ha sido demostrado por estudios en bicapas sintéticas. Una bicapa sintética, producida a
partir de un Unico tipo de fosfolipido, pasa de un estado liquido a un estado gel en un punto de
transicion caracteristico, este cambio de estado recibe el nombre de transicion de fase. La
temperatura a la que se produce la transicion de fase en los acidos grasos de cadenas cortas o
insaturados es mas baja, debido a que las cadenas de acidos grasos cortas reduce la tendencia de
las colas a interaccionar entre si y los dcidos grasos insaturados producen pliegues en las cadenas
que dificultan su empaquetamiento, de forma que las membranas permanecen fluidas a
temperaturas mas bajas. Sin embargo, la bicapa lipidica de muchas membranas no sélo esta
compuesta de fosfolipidos, sino que habitualmente contiene colesterol. Las membranas
plasmaticas eucariotas contienen cantidades elevadas de colesterol, hasta una proporcion de una
molécula de colesterol por cada molécula de fosfolipido. El colesterol es una molécula que
refuerza la barrera permeable de la bicapa lipidica orientando sus grupos hidroxilo hacia las
cabezas polares de los fosfolipidos, en esta posicién sus anillos esteroideos, planos y rigidos
interactuan con las regiones de las cadenas de los acidos grasos que estan mds proximas a los
grupos polares de la cabeza, disminuyendo la movilidad de los primeros grupos CH2 de las
cadenas de los acidos grasos, haciendo que la bicapa lipidica sea mas rigida en esa region y se
reduzca su permeabilidad a pequeiias moléculas solubles. El colesterol tiende a hacer menos
fluidas a las membranas (generando un estado fluido intermedio) mas rigido hacia la interface y
mas fluido hacia el nucleo de la bicapa; pero a las elevadas concentraciones a las que se

encuentra en las membranas plasmaticas de las células eucariotas también impide que las cadenas
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de los acidos grasos se junten y cristalicen. Asi pues, el colesterol inhibe posibles transiciones de
fase (Alberts et al., 2008).

Los lipidos juegan un papel muy importante en diferentes procesos biologicos, por
ejemplo: sirven como reserva energética, proveen de aislamiento térmico y eléctrico, son
moléculas sefializadoras y forman segundos mensajeros, son sustrato para la sintesis de
eicosanoides los cuales regulan muchas funciones biologicas, participan como ligandos para
factores de transcripcion de receptores nucleares, es decir, que también modulan la expresion
genética y forman parte de las moléculas estructurales de las membranas bioldgicas. A todo lo
anterior le podemos sumar que la composicion de acidos grasos regula, a través de las
propiedades fisicoquimicas de sus componentes, las propiedades de las membranas biologicas,
tales como la fluidez membranal (Alberts et al., 2008). Se ha propuesto que la fluidez membranal
debe mantenerse dentro de ciertos limites para conservase funcional, ya que se ha encontrado que
en algunas patologias tales como el cancer, hay un aumento en la fluidez, mientras que en otras
patologias como la hipertension y la diabetes parece haber un descenso en la fluidez(Pérez-
Hernandez et al., 2010).

2.6 Acidos grasos omega 3,6y 9

Algunos experimentos con animales documentan el efecto benéfico de los acidos grasos
omega 3 (0-3) sobre el metabolismo de la glucosa y sobre la sensibilidad a la insulina, incluso en
condiciones de obesidad y resistencia a la insulina ya establecidas (Brady et al., 2004; Delarue et
al., 2004; Dangardt et al., 2012). Se sabe que el uso de 4cidos grasos omega 3 reduce el riesgo de
desarrollar diabetes; asi mismo,.algunos estudios, también demuestran mejora en la homeostasis
de la glucosa en individuos prediabéticos (Jeppesen et al., 2013; Kaushik y Mozaffarian, 2009).
Por otra parte, los resultados de la mayoria de los ensayos clinicos en pacientes con DMT2
sugieren que los omega 3, no tienen ningun efecto sobre el control metabolico al tiempo que
reduce de manera efectiva la hipertrigliceridemia en estos pacientes (Flachs et al., 2014).

Los 4acidos grasos poliinsaturados (AGPIs) omega 3 (®-3) y omega 6 (»-6) pertenecen a
la familia de los 4cidos grasos esenciales, esto quiere decir que no son sintetizados por el
organismo humano, por lo tanto, tienen que ser ingeridos en la dieta. Los omega 3 y 6 tienen la
misma ruta metabdlica y compiten por las mismas enzimas (figura 3). En humanos, los acidos
grasos eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) son sintetizados a partir del

acido alfa-linolénico (ALA) o son consumidos en la dieta. Del mismo modo, el acido linoleico
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pertenece a los acidos grasos omega 6 y a partir de ¢l se pueden sintetizar acidos grasos de
cadena larga o mas insaturados omega 6, como por ejemplo el acido araquidonico considerado
como el mas importante de los omega 6 (Jeppesen et al., 2013). Los AGPIs o-3 y ®-6, ademas de
ser una fuente de energia, se incorporan a las membranas celulares, donde son precursores de los
eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos), que intervienen en
numerosos procesos fisioldgicos (Carrero et al., 2005a).

Los 4cidos grasos omega 3 se encuentran principalmente en pescado, mariscos y
mamiferos marinos, donde el DHA y el EPA son abundantes. Ademas, algunos acidos grasos -
3, especialmente el alfa-linolénico (ALA), se encuentra en aceites de plantas y ciertas verduras
(Thorseng et al., 2009). También se encuentran en aceite usado en la cocina, como el aceite de
colza (o canola), aceite de soja, responsables de hasta el 10% de los acidos grasos totales.
Algunas semillas por ejemplo linaza (flaxseed) y las nueces (nueces de castilla) son

particularmente ricos en ALA (Burdge y Calder, 2005).
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Figura 3. Via de elongacion y desaturacion de los acidos grasos omega 3 y
omega 6. Tomado de (Jeppesen et al., 2013).

Los 4cidos grasos omega 9 (®-9) pertenecen a la familia de las grasas monoinsaturadas
(MUFASs) que se encuentra en los alimentos de origen animal y de origen vegetal. A diferencia de
los ®-3 y ®-6, el ®-9 no es un acido graso esencial, ya que nuestro cuerpo puede sintetizarlo. Los

MUFAs representan una herramienta util en el disefio de regimenes dietéticos para la obesidad,
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las enfermedades cardiovasculares y DMT2 (Schwingshackl et al., 2011b; a). En la naturaleza
encontramos 3 tipos de acidos grasos omega 9, principalmente: 1) acido gadoleico con 20 atomos
de carbono, lo encontramos por ejemplo en la mostaza blanca, pifiones, semillas de amapola y
centeno; 2) acido erucico con 22 atomos de carbono, es un tipo de grasa toxica, los aceites ricos
en este componente no se consideran aptos para el consumo humano y 3) acido oleico con 18
atomos de carbono, se puede encontrar en el aceite de argdn, semillas de chia, aceitunas,
aguacate, etc. Los acidos grasos omega 9 han tenido un papel destacado en la investigacion sobre
la prevencion de algunas enfermedades cardiovasculares, Parkinson, Alzheimer y cancer (Sofi et
al., 2008) a raiz de los beneficios que ha demostrado su consumo en la alimentacion, como es el
caso del aceite de oliva extra virgen, principal fuente de grasa en la dieta Mediterranea

(Gongalves-de-Albuquerque et al., 2016).
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3 ANTECEDENTES

Estudios epidemioldgicos y nutricionales indican que el consumo de acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs) omega 3 de cadena larga, producen cambios asociados a efectos
benéficos para la salud (Carrero et al., 2005b). Pérez-Hernandez reporto que el suministro de
acidos grasos omega 3 en la dieta a ratas diabéticas mejora varios parametros tales como la
glicemia, la presion arterial, triglicéridos y colesterol (Pérez-Hernandez, 2008, 2011; Orozco,
2008), pero a la fecha se desconoce el mecanismo por el cual llevan a cabo dicho efecto los
acidos grasos omega-3. Asimismo, usando el monitor fluorescente dipirenil propano (DPiP) que
proporciona informacion acerca de unos de losparametros fisicoquimicos de las membranas,
como lo es la fluidez, se reportd que durante el desarrollo de la diabetes y la hipertension, hay
cambios importantes en la fluidez membranal de fantasmas de eritrocitos (Pérez-Herndndez et al.,
2010) y microsomas de higado y rifion. Para comprender mejor las caracteristicas de las
membranas conforme se desarrolla la diabetes, seria 1til el uso de monitores de fluidez que se
localicen a diferentes niveles de profundidad dentro de las membranas.

Se ha propuesto que las modificaciones en la composicion de acidos grasos y en el
cociente entre ®-3 y ®-6 en la membrana, puede afectar la funcion en la regulacion de diferentes
procesos bioquimicos que en ¢€sta se realizan, de tal suerte que se generan anormalidades en la
célula. Asimismo, se ha encontrado que el grado de insaturacion de los acidos grasos podria tener
efectos benéficos o nocivos, de suerte que ha sido reportado que el aceite de aguacate, rico en
acido oleico (un ®-9), parece tener efectos benéficos en contra de la diabetes (Ortiz-Avila et al.,
2013). Todos estos cambios y factores, en algin momento pueden contribuir al desarrollo de
diferentes trastornos metabodlicos. Es posible que durante el desarrollo de la diabetes ocurran
cambios en la composicion de la membrana, lo que contribuye a las complicaciones de esta
enfermedad conforme progresa.

Se han realizado varias investigaciones utilizando la STZ para generar un modelo de
diabetes tipo 2. Hemmings et a/ en el 2000 trabajaron con ratas Fisher para obtener un modelo de
DMT?2, utilizaron diferentes dosis de STZ a distintos tiempos y tuvieron resultados 6ptimos con
una dosis de 80 mg/Kg de peso corporal a las 36 h de vida. Con esta dosis fue como lograron
inducir un modelo de diabetes mellitus tipo 2 (Hemmings y Spafford, 2000). En el mismo afo
Straczkowsky et al utilizaron una dosis de 45 mg/kg en neonatos de 48 hrs de vida (Straczkowski

et al., 2000). Por otro lado, Cuman et al reportaron la induccién de diabetes en neonatos de ratas

20

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

Wistar de 48 h de vida con una dosis de 160 mg/kg de peso (Cuman et al., 2001). Por su parte
Murali et al usaron una dosis de 70 mg/Kg en neonatos Wistar de 5 dias de vida. En neonatos,
dosis altas de STZ al parecer pueden generar un dafo casi total de células B-pancredticas,
dependiendo de la dosis empleada; sin embargo, a esta edad y con estas dosis los neonatos tienen
la capacidad de regenerar o diferenciar células del pancreas en células , de tal manera que hay
recuperacion parcial de dicha poblacion celular, dando como resultado una secrecion deficiente

de insulina (Murali and Goyal, 2001; Szkudelski, 2001).
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4 JUSTIFICACION

Los acidos grasos tienen multiples funciones en el metabolismo celular, pero una de las funciones
menos estudiadas es su participacion en la regulacion de procesos membranales por modificacion
de la fluidez; este fendmeno es de vital importancia en cuanto a los procesos de sefalizacion y
transporte celular se refiere. Asi mismo, se ha sefialado el efecto benéfico de los acidos grasos
omega 3, 6 y 9 durante el desarrollo y la progresion de la diabetes a través de mecanismos que
posiblemente modifican la composicion de los acidos grasos y la fluidez de las membranas. Por
lo anterior, es importante dilucidar los efectos que tienen la suplementacion de acidos grasos
omega 3, 6 y 9 en la composicion de acidos grasos y la fluidez de membranas bioldgicas. Para
este estudio se propone el uso de fantasmas de eritrocitos como el modelo de membranas

bioldgicas para analizar los efectos de la progresion de la diabetes.
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5 HIPOTESIS

Si los 4cidos grasos omega (3, 6 0 9) tienen efectos benéficos en contra de la diabetes, tal vez sea
por modificacion en la sintesis de insulina y también a través de otros mecanismos tales como

cambios en las propiedades fisicoquimicas de las membranas.

23

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Conocer el efecto de los acidos grasos omega (3, 6 60 9) durante el desarrollo de la
diabetes tipo 2 a través de la composicion de los acidos grasos y la fluidez de la membrana de

eritrocitos.

6.2 Objetivos Particulares

Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos particulares:

o Generar y estandarizar un modelo de diabetes tipo 2 en ratas.

o Suplementar acidos grasos omega: 3, 6 6 9 a ratas Wistar inducidas a diabetes tipo 2, y su

control normoglicémico.

o Hacer semanalmente mediciones de la concentracion de glucosa sanguinea y peso
corporal.

. Hacer mensualmente mediciones de colesterol y triglicéridos en sangre.

o Obtener la composicion de acidos grasos de las membranas de fantasmas de eritrocitos.

o Medir la fluidez de los fantasmas de eritrocitos utilizando tres monitores fluorescentes:

dipirenilpropano (DPiP), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 1-[4-(trimetilamino)fenil)]-
6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH).
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7 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 la cromatografia de gases fueron grado HPLC
de la marca J.T Baker. Los estandares de los metil ésteres se adquirieron de Sigma-Aldrich con
una pureza minima del 98%. Los monitores utilizados para medir la fluidez membranal fueron:
dipirenilpropano (DPiP), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 1-[4-(trimetilamino)fenil)]-6-fenil-
1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), todos de MOLECULAR PROBES

Se utilizaron ratas Wistar machos, neonatos de 48 horas, fueron inducidas a Diabetes
Mellitus Tipo 2 mediante la administracion de estreptozotocina (125 mg/kg de peso corporal;
dosis unica) en amortiguador de citratos pH 4.5, via intraperitoneal. A los animales del grupo
control se les administréd Unicamente el amortiguador de citratos. Los animales de estudio se
mantuvieron con la madre hasta el destete (4 semanas de edad). A las cuatro semanas de edad las
ratas fueron separadas de forma completamente aleatoria en grupos de 4 individuos y se
mantuvieron en cajas de polisulfonato con microambiente y fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas
obscuridad a 22 °C en promedio, con alimento (nutricubos/2040 de Harlan ®) y agua ad libutum.
Protocolo aprobado por SICUAE proyecto MC-2014-35 y como lo marca la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z00-1999)

Suplementacion de los acidos grasos: Los acidos grasos omega 3, 6 y 9 fueron administrados a

razén de 125 mg/kg, via oral, cinco dias a la semana (lunes a viernes) (Figura 4).

Control Control STZ

STZ Control ®»-3 STZ ®»-3

~— Control o-6 STZ -6

4 semanas de edad

Control ®-9 STZ »-9
\— _/

3y 6 meses de edad

Figura 4. Grupos experimentales. Los grupos fueron suplementados con 125mg/Kg de peso corporal con los diferentes

acidos grasos omega (3, 6 0 9) respectivamente, durante tres y seis meses de edad.
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7.1 Determinacion de parametros metabdlicos

La determinacion de la concentracion de la glucosa sanguinea se realizd a partir de la
induccion con STZ (48 horas de nacidos) cada tercer dia hasta el destete (cuatro semanas de
edad) incluyendo los grupos control, a partir de ese momento una vez por semana hasta el

momento del sacrificio, con equipo de determinacion instantanea Accuchek® Active de Roche.

La determinacién de la concentracion de colesterol y triglicéridos se realiz6 una vez al
mes hasta el momento del sacrificio con equipo de determinacidon instantdnea Accutrend® de

Roche.

La curva de tolerancia a la glucosa se realizé una vez al mes mediante la administracion
oral (con sonda esofagica) de 3 g de dextrosa/kg de peso en 3 mL de agua; previa medicion de las
concentraciones basales de glucosa sanguinea. Posterior a la administracion de la dextrosa, se
realizaron mediciones de las concentraciones de glucosa sanguinea, cada 30 minutos hasta 120

minutos, utilizando tiras reactivas y un glucometro marca Acuccheck® Active.

La obtencién de la muestra para la determinacion de la concentracion de glucosa,
colesterol y triglicéridos en sangre se realizd mediante puncidon con lanceta en la punta de la cola

del animal.

Las mediciones de peso se realizaron a partir de la induccion con STZ (48 horas de
nacidos) cada tercer dia hasta el destete (cuatro semanas de edad) incluyendo los grupos control,
a partir de ese momento una vez por semana hasta el momento del sacrificio. Se realizd con

balanza digital.

7.2 Obtencion de las muestras de sangre para su analisis
Al final del tratamiento los animales fueron anestesiados con una dosis de pentobarbital
sodico de 40 mg/Kg de peso, via intraperitoneal. La toma de las muestras de sangre se realizd por
puncion cardiaca (en tubos Vacutainer® con y sin EDTA), hasta exanguinar completamente al

animal.

La muestra de sangre fue centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos para la obtencion

de suero en una centrifuga marca Sorvall STI6R de Thermo Scientific con un rotor fiberlite F15-
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6x100y. El suero obtenido fue dividido en dos porciones en tubos eppendorf, a uno de los tubos
se le adicion6 inhibidores de proteasas (Complete MINI Roche®), con la finalidad de prevenir la

degradacion de la insulina. Las muestras fueron congeladas a -20°C para su posterior uso.

7.3 Analisis del suero

7.3.1 Cuantificacion de proteina en suero

La proteina se cuantifico por el método de micro-Bradford (Bradford, 1976). Como
proteina de referencia se utilizé albumina sérica bovina (BSA) disuelta a una concentracion de 1
mg/ml. La curva de referencia se realizé de 0 a 10 pg en intervalos de 2 pg. Se tomo el volumen
correspondiente de BSA y se completd a 200 pl con agua bidestilada. Para las muestras de suero,
se tomaron diferentes volimenes en diluciones de 1:10, 1:50 y 1:100, y se complet6 el volumen a
200 pl. Se adicion6 1 ml del reactivo de Bradford, tanto a muestras de suero como a la curva de
referencia, se mezclo la reaccidn, se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente y se leyo a 595

nm en un espectrofotometro Genesys 20 de Thermo Scientific.
7.3.2 Cuantificacion de colesterol en suero

Para determinar la concentracién de colesterol total en suero se utilizé un kit enzimatico
de cuantificaciéon de colesterol marca SpinReact. Se desarrolld6 una curva con estdndar de
colesterol en el intervalo de 0 a 20 pg/ml. Se tomo (por duplicado), 10 ul de suero y se adiciond 1
ml de reactivo para determinacion de colesterol de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Se permitio el desarrollo de color por incubacidon a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Finalmente, se midi6 la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una longitud de

onda de 505 nm en un espectrofotometro Genesys 20 de Thermo Scientific.

La cuantificacion de colesterol por esta técnica es posible debido a una colesterol esterasa
que libera el colesterol de acidos grasos esterificados y luego actiia una colesterol oxidasa que
produce 4-colestenona + H,0,. La reaccion de H,0,, junto con fenol + 4-aminofenazona, es

catalizada por una peroxidasa que da lugar a un compuesto colorido.

27

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

7.3.3 Cuantificacion de Triglicéridos en suero

Para determinar la concentraciéon de triacilgliceroles en suero se utilizd un kit de
cuantificacion de triglicéridos marca SpinReact. Se desarrollé una curva con estandar de
triglicéridos en el intervalo de 0 a 20 pg/ml. Se tomd (por duplicado), 10 ul de suero y se
adicion6 1 ml de reactivo para determinacion de triglicéridos de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Se permiti6 el desarrollo de color por incubacion a temperatura ambiente durante
10 minutos. Finalmente, se midio la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una

longitud de onda de 505 nm en un espectrofotometro Genesys 20 deThermo Scientific.

Fundamento de la técnica: 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
formacion de gliceraldehido 3 fosfato e hidroxiacetona fosfato a partir del glicerol de los

triglicéridos.
7.3.4 Cuantificacion de insulina

La determinacion de insulina en suero con inhibidor de proteasas se realiz6
con un kit de ELISA marca ALPCO IMMUNOASSAYS® siguiendo las instrucciones del

fabricante (el detalle de la técnica se describe en el apartado de anexo 1).
7.4 Obtencion de fantasmas de eritrocitos

La muestra de sangre se obtuvo por puncion cardiaca en tubos vacutainer de 5 ml con
solucion de EDTA los cuales se agitaron suavemente para evitar la formacion de coagulos. Los
fantasmas de eritrocitos se obtuvieron mediante la técnica descrita por (Quinn et al., 2005).
Desarrollo de la técnica: las muestras de sangre fueron decantadas en tubos Falcon de 50 ml con
20 ml de solucion isotonica de fosfatos y centrifugadas a 1500 g durante 10 minutos (tres veces)
en una centrifuga marca Sorvall ST 16R de Thermo Scientific con rotor F15-6x100y. Al paquete
celular obtenido se le adicionaron 30 ml de solucién hipotonica de fosfatos 5 mM y se
centrifugaron 3 veces a una velocidad de 11500 rpm hasta eliminar la hemoglobina. Una vez
obtenidos los fantasmas de eritrocitos fueron resuspendidos en amortiguador de fosfatos y

almacenados en tubos eppendorf a una temperatura de 4°C para su uso posterior.
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7.5 Cuantificacion de proteina total por el método de Schacterle y Pollack

modificado por Pugsley y Schnaitman (1978)

Las muestras de membranas (de menos de 10 pl) se resuspendieron en 2.0 ml de
solucion acuosa de SDS al 5%, se agitd vigorosamente y se dejo en incubacion a temperatura
ambiente de 10 a 15 minutos, para permitir la solubilizacion de las membranas. Transcurrido este
tiempo, se adicion6 1 ml de reactivo alcalino (solucion de NaOH 2%, Na,CO; 10%,
KNaC406.4H,O 0.1% CuSO4 0.078%) y finalmente 0.25 ml del reactivo de fenol Folin
Ciocalteau 2 N (Sigma). El desarrollo de color de esta reaccion se llevo a cabo por incubacion de
las muestras a 56-57 °C por 5 minutos en bafio Maria. Se midi6 la absorbancia de las muestras a

650 nm en un espectrofotometro Genesys 20 de Thermo Scientific.

Simultaneamente al procesamiento de las muestras se desarrolld una curva de calibracion
de BSA en el rango de 0 a 40 pg a intervalos de 5 pg, para la cual se emplean los mismos

reactivos y procedimientos que para las muestras de las membranas (Pugsley and Schnaitman,

1978).

7.6 Cuantificacion de fosfolipidos en membranas de eritrocitos por la técnica del
féosforo inorganico

Para determinar la cantidad de fosfolipidos contenidos en las membranas de los fantasmas

de eritrocitos se procedi6 a la determinacion de fosforo por el método de Barttlet, (Barttlet, 1959)
como se describe a continuacion: se tomaron 20 ul de fantasmas de eritrocitos y se depositaron en
tubos de ensayo. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Se agregaron 0.5 ml de H,SO,4
ION por tubo con membranas. En cada experimento también se incluyeron blancos de
mineralizacion (solamente H,SO,4). Se calentaron los tubos a 150-160 °C durante 4 horas. Se
quitaron de la parrilla y una vez que estuvieron a temperatura ambiente, se adicionaron 100 ul de
H,0, (30%). Posteriormente se continud el calentamiento por otras 2 horas a la misma
temperatura. A continuacion se dejaron enfriar y se adicionaron 4.4 ml de H,O + 0.2 ml de
heptamolibdato de amonio al 5% + 0.2 ml del reactivo de Fiske-Subbarow el cual se prepar6 por
la adicion de 500 mg de &cido 1-amino 2-naftol 4-sulfonico a 200 ml de una solucion de bisulfito
de sodio anhidro al 15% (NaHSO;) bajo agitacion mecénica, seguido por la adicion de 1 g de

sulfito de sodio anhidro (NaSOs). La solucién se filtrd y almacend en frasco ambar a temperatura
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ambiente. Este reactivo se prepar6 cada que se utilizaba. Para desarrollar el color, las muestras se
calentaron en bafio de agua hirviendo durante 7 minutos. Se enfriaron y se leyeron en un
espectrofotometro a 830 nm. Paralelamente al desarrollo de color en las muestras de membranas
se realizd una curva estandar con KH,POy en el intervalo de 0 a 4 pg de fosforo con incrementos

de 0.5 pg. Los fosfolipidos de las membranas se cuantificaron a partir del contenido de fosforo.

7.7 Analisis de la composicion de acidos grasos por cromatografia de gases

7.7.1 Extraccion de lipidos por el método de Folch y colaboradores (1957)

del alimento de las ratas
Se homogenizd en frio 1 g de nutricubos en 19 ml de solucion de cloroformo:metanol
(2:1) con homogenizador Potter-Elvehjem y pistilo de vidrio durante un par de minutos. Después
el homogenizado se filtré en un papel filtro libre de grasas, se adiciond 0.2 de su volumen de
agua bidestilada, se separaron 2 fases por centrifugacion y se recolectd la fase

cloroférmica.(Folch et al., 1957) (Folch et al., 1957; Morrison and Smith, 1964)

7.7.2 Transesterificacion de lipidos en fantasmas de eritrocitos y acidos

grasos omega 3, 6y 9.

Se realiz6 una transesterificacion directa (sin extraccion de lipidos) para las muestras de
fantasmas de eritrocitos (200 pg) y para los suplementos de acidos grasos omega 3, 6 y 9 (100 pl)

para la obtencion de los metil ésteres correspondientes.

Se utilizaron 0.5 ml de trifloruro de boro (BF3) al 14% en metanol y se pusieron bajo una
atmosfera de nitrégeno. Los viales se colocaron en bafio Maria a 92°C (punto de ebullicion en la
Cd. de México), dejandolos hervir durante 30 minutos. Al cabo de ese tiempo se enfriaron a
temperatura ambiente y se agregaron 1000 pl de hexano HPLC y 500 pl de agua bidestilada, se
agitaron fuertemente y se centrifugaron a 2500 rpm durante 2 minutos en una centrifuga Sorvall
ST 16R de Thermo Scientific con rotor F15-6x100y con la finalidad de obtener dos fases, se
colecto la fase hexdnica que contiene los metil ésteres. Finalmente se evapord la muestra con gas

nitrogeno y se almaceno protegida de la luz a -20°C (Morrison and Smith, 1964).
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Los reactivos y solventes utilizados para este andlisis fueron de grado HPLC. Las
muestras transesterificadas (metil ésteres de acidos grasos) se resuspendieron en 30 pl de hexano
HPLC y se inyectaron 5 pl en el cromatografo de gases, para los metil ésteres estandar se
realizaron curvas de calibracion a diferentes concentraciones inyectando 1 pl de muestra. El
analisis de la composicion de acidos se realizd en un cromatografo de gases Clarus 500 de Perkin
Elmer con detector de ionizacién de flama (FID) controlado por computadora, y una columna
capilar omegawax de Supelco de 30 m de largo, 0.25 mm de didmetro interno y recubrimiento de
0.25 mm de grosor. La flama se mantiene con hidrogeno y aire, y como gas de arrastre se utilizd
nitrogeno de alta pureza. El programa que se utilizé estd disefiado de la siguiente forma: inicio a
180 °C por 5 minutos, con una rampa de 5°C/minuto hasta 240°C y es mantenido durante 18
minutos, para un tiempo total de 35 minutos. El flujo de nitrogeno para columna fue de 14

mL/minuto.

Se determinaron los tiempos de retencion de cada uno de los estandares de metil ésteres
de acidos grasos y se hicieron curvas de calibracion para cada uno de ellos. La composicion de
acidos grasos de las muestras se determiné por comparacion de los tiempos de retencion y para el
analisis se integro el area de cada uno de los picos detectados para obtener las proporciones

molares porcentuales.

7.8 Espectrometria de masas

Se analiz6 el contenido neto de los suplementos de los acidos grasos omega 3, 6 y 9,
transesterificados y no transesterificados, por medio de espectrometria de masas. Se utilizd un
espectrometro de masas marca Finnigan. El programa que se utiliz6 esta disefiado de la siguiente
forma: inicio a 200 °C por 5 minutos, con una primer rampa de 8°C/minuto hasta 250°C y es
mantenido durante 10 minutos, y una segunda rampa de 18°C/minuto hasta 290°C y es
mantenido durante 15 minutos para un tiempo total de 30 minutos.

Fundamento: La espectrometria de masas estd basada en la obtencion de iones a partir de
moléculas organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo a su
relacion masa/carga de cada uno de ellos. Los procesos que tienen lugar en un espectrometro de
masas, son de naturaleza quimica; en consecuencia, la presencia y la abundancia de un espectro
de determinados tipos de iones, identificables a partir de su masa, sera en funcion de la estructura

quimica de cada compuesto.
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Nota: el andlisis del contenido de los suplementos de los 4cidos grasos omega (3, 6 y 9)
por espectrometria de masas no revelo mas informacion de lo que se reporta con la metodologia
de cromatografia de gases.

7.9 Formacion de liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina e incorporacion de

monitores

Los fosfolipidos de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) se utilizaron a diferentes
concentraciones segin el monitor que se emplearia para medir la fluidez, para el caso de DPiP se
utilizé a una concentracion de 0.4 mM, 0.1 mM para el uso de DPH y TMA-DPH; el colesterol se
utilizé a una concentracion 25 mol% en todos los casos. Los fosfolipidos y el colesterol fueron
suspendidos en cloroformo y colocados en viales de vidrio de 4 ml, se evaporé el cloroformo y
posteriormente se agregd (por separado) los monitores fluorescentes (DPiP [0.15uM], DPH y
TMA-DPH [2 uM]) para su incorporacion Se agregaron 3 ml de amortiguador de fosfatos 5 mM
y fueron sonicados durante 5 minutos con un sonicador Branson Sonifier con micropunta de

titanio, para finalmente medir la fluidez por espectrofluorometria.
7.10 Monitores de fluidez membranal en liposomas de DPPC/colesterol

El andlisis de la fluidez de fantasmas de eritrocitos y liposomas de DPPC se realizé con

tres monitores de fluorescencia: DPiP, DPH y TMA-DPH.

Fundamento: El microambiente que percibe un monitor, puede ser diferente al que
percibe otro. Los monitores estudiados se insertan en diferentes zonas de las membranas es asi
que el DPiP, se ubica preferencialmente en la region intermedia de la monocapa de lipidos, DPH
se localiza preferencialmente en el nucleo de la bicapa y el TMA-DPH estd mas cercano a la

region polar; como se ejemplifica en la figura 5.

TMA-DPH

DPiP

BICAPA
LIPIDICA

P -

DPH

Figura 5. Esquema dela localizaciéon preferencial del DPH, DPiP y el TMA-DPH en las membranas
biologicas. Modificado de (Mataix et al., 2005).
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7.11 Incorporacion de monitores fluorescentes en fantasmas de eritrocitos

DPiP: A 500 pL de una solucion de membranas de fantasmas de eritrocitos en
amortiguador de fosfatos (> 0.37mM de fosfolipidos) se le adiciond el volumen apropiado de
DPiP 76 uM en etanol. Las muestras fueron incubadas en cuarto frio (4°C) con agitacion
continua durante 24 horas. Posteriormente, las membranas fueron diluidas en un volumen final de
3 ml en amortiguador de fosfatos y sonicadas en bafio durante 5 minutos. La concentracion final
de DPiP fue de 0.074 uM y con una relacion molar de fluoréforo/fosfolipido no menor de 1:5000.
La fluorescencia del DPiP incorporado en las membranas fue medida en un espectrofluorémetro
Perkin-Elmer LS55 controlado por computadora. El fluoréforo fue excitado a 337 nm y las
intensidades de fluorescencia de mondémero y excimero se leyeron a 385 y 480 nm

respectivamente.

DPH y TMA-DPH: A 500 pul de una solucion de membranas de fantasmas de eritrocitos
en amortiguador de fosfatos (1 mM de fosfolipidos) se le adicioné el volumen apropiado de DPH
o TMA-DPH 1 mM en etanol. Las membranas fueron incubadas en cuarto frio con agitacién
continua durante 30 minutos. A continuacion las membranas fueron diluidas en un volumen final
de 3 ml en amortiguador de fosfatos y sonicadas en bafio durante 5 minutos. La concentracion
final de DPH y TMA-DPH fue de 2 uM y una relacion molar de fluor6éforo/fosfolipido no menor
de 1:500. La polarizacion de fluorescencia del DPH y TMA-DPH incorporado en las membranas

fue medida en un espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS55 controlado por computadora.

El fluoréforo fue excitado a 365 nm y se ley6 la polarizacion a 430 nm de emisioén para

DPH y 365 nm de excitacion y 425 nm de emision para TMA-DPH.
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7.12 Analisis estadistico

Las variables en estudio fueron analizadas mediante ANOVA con prueba de Tukey
completamente aleatorizado para diferencia de medias, con 5 repeticiones por tratamiento.
También se realizo andlisis de correlacion multiple de Pearson para las variables glucosa,
colesterol, triglicéridos e insulina en suero. Asi como ANOVA de un factor con mediciones
repetidas para las variables: concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre y

ganancia de peso.

Los valores se expresaran como el promedio + desviacion estandar (DE). p<0.05 se

consider? significativa.
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8.1.1 Primera etapa: Lactancia

8 RESULTADOS

8.1 Parametros fisiolégicos

Glucosa sanguinea: Se observo que la concentracion de glucosa sanguinea incrementd hasta los

500 mg/dl en los animales recién inducidos a diabetes; 5 veces mas que el grupo no inducido. Sin

embargo, esta concentracion so6lo se mantuvo por un periodo menor a diez dias y se mantuvo

relativamente baja (144 mg/dl) en un rango de 4 semanas durante el periodo de lactancia.

Mientras que los animales del grupo no inducido presentaron concentraciones de 100 mg/dl

durante toda la lactancia (figura 6A).

Peso corporal: En la figura 6B se observd como el incremento de peso de los animales del grupo

control fue mayor que el de los animales inducidos a diabetes a lo largo de la etapa de lactancia.
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Figura 6. Concentracion de glucosa sanguinea y ganancia de peso de ratas inducidas a diabetes (STZ

125 mg/Kg de peso) y grupo control durante la lactancia. Controln=35, STZ n= 3. * (p<0.05) con

respecto al grupo control.
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8.1.2 Segunda etapa: de las 4 a las 26 semanas de edad

i) Peso corporal: En la figura 7 se observo una menor ganancia de peso del grupo inducido
a diabetes tipo 2 (STZ) con respecto al grupo control, pero esa diferencia fue mas evidente
conforme iban creciendo, aunque las desviaciones no permiten decir que lo sean significativas.
Esto nos demostr6 que la diabetes tipo 2 generada en este modelo, fue moderada y no causé
dafios severos a los sujetos de estudio. Al analizar los datos en forma aislada (figura 8) se observo
que la ganancia de peso semanal presentd una distribucion homogénea de los datos en los grupos
control y grupos control con suplementos de acidos grasos omega (3, 6 6 9, mientras que en los
animales de los grupos diabéticos y grupos diabéticos con suplementos de acidos grasos omega

(3,6 09) (figura 9) la dispersion de los datos incrementd conforme incrementaba la edad.
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Figura 7. Ganancia de peso semanal de ratas diabéticas tipo 2 (STZ) y su control. n="7 de las 4 a

las 13 semanas. n = 3 de las 14 a las 26 semanas
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No se observd diferencia estadisticamente significativa sobre la ganancia de peso de los
grupos de estudio durante las primeras 8 semanas de edad (figuras 8 y 9). A partir de la semana
once se observaron diferencias entre algunos de los grupos en estudio. En la semana 12 se
observo un incremento del 2.5 % del peso corporal en los animales del grupo diabético con
tratamiento de acidos grasos w3 respecto al grupo control; sin embargo, el grupo diabético que
recibid tratamiento con acidos grasos w6 tuvo una menor ganancia de peso (20.5%) comparado
con el grupo control. Los animales del grupo control y diabético con tratamiento con acidos
grasos ®3 incrementaron hasta 23.24 % su peso, en comparacién con el grupo de animales
diabéticos con adicion de acidos grasos m6. A la semana 16, los grupos diabéticos con adicion de
acidos grasos ®3 y w6 presentaron una menor ganancia de peso (7.5 y 20.5 respectivamente)
comparados con el grupo control. En las semanas 20 y 24 se observ6 una menor ganancia de peso
del grupo control con acidos grasos ®9 (hasta 18%) comparados con el grupo control. En la
figura 10 se muestra el resultado del analisis estadistico, comparando todos los grupos control y
diabéticos, asi como con sus respectivos grupos suplementados con los diferentes dcidos grasos
omega 3,6 6 9. A lasl2 semanas de edad el grupo diabético suplementado con acidos grasos ®3
(STZ ®»3) fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control. El grupo diabético
suplementado con los acidos grasos m6 (STZ ®6) fue estadisticamente significativo con respecto
al grupo control, control suplementado con o3 y diabético suplementado con ®-3 (STZ w-3).

En resumen, en la figura 10 se puede observar que la hiperglicemia generada en estas
ratas, no es tan alta (en promedio 121 mg/dl para el grupo control y 128 mg/dl para el grupo
inducido con STZ) como para que haya efectos significativos sobre el crecimiento de los
animales. Asi, este modelo parece reflejar lo que ocurre en etapas tempranas de la diabetes en
donde no hay cuidados de la concentracion de glucosa sanguinea por desconocimiento del
padecimiento. Ademas, nos muestra que los acidos grasos omega (3, 6 y 9), no tuvieron efectos

adversos o benéficos significativos sobre la tasa de crecimiento.
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ii) Glucosa sanguinea: La glucosa sanguinea tuvo una concentracion promedio a lo largo
del tiempo de 118.1 a 124. 2 mg/dl en los animales control y de 125.7 a 130.8 mg/dl en los
animales diabéticos, esto debido al modelo de diabetes utilizado, ya que presenta hiperglicemias
ligeras que se asemejan a la DMT2 en su etapa inicial y por lo tanto no son tan diferentes los
grupos inducidos con STZ con respecto al grupo control. Durante el estudio se pudo observar un
incremento en la concentracion de glucosa sanguinea de los grupos diabéticos con acidos grasos
omega 3 (13.6%) y 6 (19.8%) y del grupo control con dcidos grasos omega 9 (19.85%) a las 16
semanas de edad respecto al grupo control (p < 0.05). A las 20 semanas de edad los grupos
diabéticos con 4acidos grasos omega 3 y 6 tuvieron un incremento del 24.8% y 31.8%

respectivamente respecto al grupo control (p < 0.05) (figurasll y 12).
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Figura 11. Concentracion promedio de glucosa sanguinea por semana de ratas control sin (A) y con
suplemento de acidos grasos omega 3 (B), 6 (C) y 9 (D). n= 13 de las 4 a las 13 semanas. n =3 de las
14 a las 26 semanas.
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Analizando cada una de las graficas de los animales de estudio en forma separada se
puede observar una menor dispersion de los datos en los grupos control (figura 11) comparados
con los datos de los animales de los grupos diabéticos (figura 12), lo cual es consistente con una
pérdida parcial en el control de la glicemia en los grupos inducidos a DMT2 con STZ con y sin

suplementos de acidos grasos omega (3, 6 6 9).
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Figura 12. Concentracion promedio de glucosa sanguinea por semana de ratas diabéticas (STZ), sin
(A) y con suplemento de acidos grasos omega 3 (B), 6 (C) y9 (D). n= 13 de las 0 a las 13 semanas. n
=3 de las 14 a las 26 semanas.

En la figura 13 se muestra el resultado del analisis estadistico de las concentraciones de
glucosa obtenidas durante el tratamiento experimental, comparando todos los grupos control y
diabéticos, asi como con sus respectivos grupos suplementados con los diferentes acidos grasos

omega 3,6 6 9. A la semana 16 el grupo control suplementado con omega 9 (®-9) mostrd
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control. A la semana 20 los
grupos diabéticos suplementados con 4acidos grasos omega 3 (0-3) y omega 6 (w-6)
respectivamente, tuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo
control. Estos datos muestran que un analisis puntual de las glicemias, no permite distinguir

claramente el desarrollo de la hiperglicemia en sus etapas iniciales.
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iii) Curva de ayuno

El periodo de ayuno es un factor muy importante a considerar antes de obtener la
concentracion de glucosa sanguinea; ya que durante el ayuno se presentan eventos metabolicos
regulados por hormonas liberadas para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa,
evitando asi dafo a los diferentes tejidos, sobre todo a aquellos que de forma normal utilizan
como sustrato Unicamente glucosa (Schwartz, 2009). En animales de laboratorio se debe
reconsiderar si realmente es necesario un ayuno prolongado para la valoracion de dichos
parametros fisioldgicos; para ello se determind cual es el tiempo Optimo de ayuno requerido para
la valoracion de la concentracion de glucosa en sangre. El ayuno se considerd a partir del
momento en que se priva de alimento, se determind la concentracion de glucosa, tomando este
periodo como tiempo cero de ayuno. Se monitoreo la concentracion de glucosa sanguinea durante
5 horas En la figura 14 A que pertenece al grupo control no diabético con y sin suplemento,
observamos que varian la glucosa en concentraciones bajas o normales, sin embargo, a partir de
la 4 hora es cuando notamos que ya se estabilizd. En la figura 14 B tenemos el grupo de
diabéticos inducidos con STZ con y sin suplemento de aceites omega 3, 6 6 9, se observd que
empiezan de una concentracion de glucosa sanguinea mucho mas alta y que a partir de la tercera
hora de ayuno ya no hay variaciones en cuanto a la concentracion de glucosa sanguinea, pero

siguen mas altas que las controles.
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Figura 14. Concentracion de glucosa (mg/dl) durante un ayuno de 5 horas. Grupo control vs grupo con
diabetes mellitus tipo 2 (STZ) a las 4 semanas de edad. n=4 grupo control y n=4 grupo diabético (STZ).
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iv) Curva de tolerancia a la glucosa

A las 4 semanas de edad la curva de tolerancia a la glucosa mostré que el grupo control
incrementd un poco mas 49 mg/dl (17%) la concentracion de glucosa en comparacion al grupo
inducido con STZ después de 10 minutos de la administracion de dextrosa, sin embargo, mostrd
que es capaz de metabolizar de manera eficiente la glucosa sanguinea, regresando a su
concentracion basal a los 60 minutos y manteniéndose asi hasta los 120 minutos (tiempo en que
termino la prueba), sin embargo, el grupo diabético inducido con STZ a pesar de disminuir la
concentracion de glucosa el tiempo que le toma en metabolizar la glucosa es mayor en
comparacion con el grupo control y aunque pareciera ser que a los 60 minutos el grupo con STZ
regresard a la concentracion basal, no lo consigue (figura 15) y existen diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre el grupo diabético y el grupo control a partir de

los 30 minutos de haber inyectado la dextrosa.
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Figura 15. Curva de tolerancia a la glucosa grupo control vs grupo con diabetes mellitus tipo 2 (STZ) a
las 4 semanas de edad. n=4 grupo control y n=4 grupo diabético (STZ). * (p<0.05)
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Se observo una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en el grupo control con
acidos grasos omega 3 y el control sin tratamiento a los 4 (figura 16 E) y 6 (figura 17 C) meses
de edad. Para el caso de los animales del grupo diabético no se observo diferencia estadistica
significativa entre grupos. Sin embargo, se puede observar que existe diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre los grupos diabéticos y el control en todas las edades analizadas.
Cabe sefialar que el periodo de regresion de los valores de glucosa a la concentracion inicial en
los grupos diabéticos se incrementd con la edad, ademas de que a los seis meses de edad la
concentracion de glucosa sanguinea se mantuvo por mas de 120 minutos en concentraciones por
arriba de los 400 mg/dl. También es importante sefialar que en los animales del grupo control con
tratamiento de acidos grasos omega, el tiempo de regresion de los valores de glicemia se va
incrementando conforme avanza la edad de los animales e incrementa la dispersion de los datos.

Teniendo en cuenta que el modelo de estudio es semejante a la DMT2 en sus primeras
etapas, ya que las hiperglicemias son ligeras (~120 mg/dl), se hace hincapié en la importancia de
las curvas de tolerancia ya que resulta el método mas adecuado para determinar si se tiene control

sobre la glicemia principalmente en los individuos con DMT?2.
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V) Insulina

La concentracion de insulina plasmatica encontrada en los animales del grupo control a
las 4 semanas de edad (figura 18 A), fue 4 veces mayor que la del grupo diabético (p < 0.05). En
la figura 18 B se observa un incremento de 3 y 4 veces en la concentracion de insulina de los
animales del grupo control a lo largo del tiempo (p < 0.05). Los animales del grupo diabético

incrementan la concentracion de insulina al tercer mes de edad pero disminuye a los 6 meses; p <
0.05 (figura 18 C).
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Figura 18. Concentracion de insulina en suero de ratas diabéticas y controles. (A) 1 mes de edad, B) 1, 3
y 6 meses grupo control y C) 1, 3 y 6 meses grupo diabético n= 4 para cada grupo. * (p<0.05) con
respecto al control.

A los tres meses de tratamiento se observo que el grupo control suplementado con acido
graso o6 tuvo un 27% mas de insulina plasmadtica con respecto del grupo control, aunque no llega

a ser estadisticamente significativo (figura 19 A). Mientras que los grupos diabéticos
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suplementados con los diferentes acidos grasos omega (3, 6 6 9) mostraron tener menos insulina
comparada con el grupo diabético no suplementado (p<0.05) (figura 19 B). La figura 19 C
muestra la comparacion de la concentracion de insulina plasmatica entre los grupos controles

contra los grupos diabéticos a los tres meses de tratamiento, se muestra
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A los 6 meses de edad, la concentracion de insulina plasmatica de los animales del grupo

control con y sin suplemento de 4cidos grasos omega 3, 6 6 9 se encontrd en un rango de 100 a

108 ng/ml (figura 20 A). Mientras que en el grupo diabético se observé una mayor concentracion

del 23.4 % en el grupo suplementado con omega 3 y del 61 % menos en el grupo omega 6

comparado con el grupo diabético sin suplementos de omegas, p < 0.05 (figura 20 B). En la

figura 20 C se observa que existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los

grupos control con y sin adicidon de dcidos grasos omega 3, 6 y 9 y su respectivo grupo diabético.
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8.2 Metabolismo de lipidos

8.2.1 Colesterol: En los resultados se observd que existe una mayor concentracion de colesterol
del 7.5 % (170 mg/dL) en sangre de ratas control suplementadas con acidos grasos omega 6
(figura 21 C) respecto los grupos control no suplementado (figura 21 A) a los 6 meses de edad.
También se observd una menor concentraciéon de colesterol en sangre en los grupos
diabéticos suplementados con acidos grasos omega 6 (figura 22 C) 6.6% a los 5 meses de edad y

5.5% a los 6 meses de edad comparado con el grupo diabético no suplementado (figura 22 A).
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Figura 21. Concentracion de colesterol en sangre de ratas de los grupos control de 1 a los 6 meses de
edad: (A) control sin tratamiento, B) control suplementado con acido graso omega 3, C) control
suplementado con acido graso omega 6 y D) control suplementado con acido graso omega 9. n=4 para
cada grupo.
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Figura 22. Concentracion de colesterol en sangre de ratas de los grupos diabéticos (STZ) de 1 a los
6 meses de edad: (A) STZ sin tratamiento, B) STZ suplementado con acido graso omega 3, C) STZ
suplementado con acido graso omega 6 y D) STZ suplementado con &cido graso omega 9. n=4 para cada

grupo.

8.2.2 Triglicéridos: En términos generales, la concentracion de triglicéridos entre los grupos
control es similar hasta los 3-4 meses de edad. Sin embargo, después de esa edad (4 meses) la
concentracion de triglicéridos en sangre de ratas es mayor un 43.3 % (53.3 mg/dL) en el grupo
control suplementado con 4cidos grasos omega 3 (figura 23 B) respecto al grupo control (figura

23 A) (p < 0.05).
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Figura 23. Concentracion de triglicéridos en sangre de ratas de los grupos control de 1 a los 6 meses
de edad: (A) control sin tratamiento, B) control suplementado con acidos grasos omega 3, C) control
suplementado con acidos grasos omega 6 y D) control suplementado con acidos grasos omega 9. n=4 para
cada grupo.

En la figura 24 se muestra el resultado de las concentraciones de triglicéridos de los
grupos diabéticos con y sin suplementos de acidos grasos omega 3, 6 6 9, se observd que a partir
del 5 mes el grupo sin suplemento increment6 la concentracion de triglicéridos (figura 24A), pero
no llego a ser estadisticamente significativo. El resto de los grupos que fueron suplementados con
los diferentes acidos grasos omega 3, 6 6 9 mantuvieron concentraciones de triglicéridos en
promedio de 125 — 130 mg/dl sin mostrar diferencias estadisticas entre ellos (Figuras 24 B, C y

D).
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Figura 24. Concentracion de triglicéridos en sangre de ratas de los grupos diabéticos (STZ) de 1 a
los 6 meses de edad: (A) STZ sin tratamiento, B) STZ suplementado con acidos grasos omega 3, C)
STZ suplementado con acido graso omega 6 y D) STZ suplementado con acido graso omega 9. n=4 para
cada grupo.

8.3 Analisis del suero y proteina de membrana de fantasmas de eritrocitos

8.3.1 Cuantificacion de proteina de membrana de fantasmas de eritrocitos

Se cuantificé la proteina en membrana de fantasmas de eritrocitos y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos control como diabéticos suplementados

y no suplementados con los diferentes adcidos grasos omega 3, 6 6 9.
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8.3.2Cuantificacion de proteina, colesterol y triglicéridos en suero:

Se cuantifico proteina, colesterol y triglicéridos en suero y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los tratamientos (1 ,3 y 6 meses) ni en los grupos
controles y diabéticos con y sin suplementos de acidos grasos omega (3, 6 6 9). Sin embargo es
claro que el metabolismo de lipidos se ve alterado a los 6 meses con respecto a los triglicéridos
donde observamos que la concentracion aument6 considerablemente si los comparamos con los

datos de 3 meses

Tabla 1. Cuantificacion de proteina, colesterol, triglicéridos en suero y proteina de membrana de
fantasmas de eritrocitos, grupo control y diabéticos de 1 mes de edad

Parametro Control STZ

Proteina en suero (ug/ul) 489+ 14.1 403+1.8
Colesterol en suero (mg/dl) 84+1.1 70+7.5
Triglicéridos en suero (mg/dl) | 57+26.1 63+7.7

Proteina de membrana de 1.0 03 12404
fantasmas de eritrocitos (ug/ul)

Tabla 2. Cuantificacioén de proteina, colesterol, triglicéridos en suero y proteina de membrana de
fantasmas de eritrocitos, grupo control suplementado y no suplementados con acidos grasos
omega (3, 6 6 9) de 3 meses de edad

Parametro Control Control®3 Control @6 Control ® 9

Proteina en suero (ug/ul) 53.1+£14 521412 53.3+3.0 56.6 £6.3
Colesterol en suero (mg/dl) 64+114 75+ 18 71+8 66 + 5.7
Triglicéridos en suero (mg/dl) | 82 +39 64 +16.9 112 £57 58+ 15.6

Proteina de membranade | 55.07 26+03 1.7£02  3.5+02
fantasmas de eritrocitos (ug/ul)
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Tabla 3. Cuantificacioén de proteina, colesterol, triglicéridos en suero y proteina de membrana de
fantasmas de eritrocitos, grupo diabético suplementado y no suplementados con acidos grasos
omega (3, 6 6 9) de 3 meses de edad

Parametro STZ STZ®3 STZ ® 6 STZ ®9

Proteina en suero (ug/ul) 61.9+3.0 552+69 54.0+79 32.8+10.7
Colesterol en suero (mg/dl) 67+12.0 63+21 67+6.7 64+129
Triglicéridos en suero (mg/dl) | 70+0.4 52.0+163 118+31.3 85+18.9

Proteina de membranade | 591,04 29411 22406 08+0.5
fantasmas de eritrocitos (ug/ul)

Tabla 4. Cuantificacion de proteina, colesterol, triglicéridos en suero y proteina de membrana de
fantasmas de eritrocitos, grupo control suplementado y no suplementados con acidos grasos
omega (3, 6 6 9) de 6 meses de edad.

Parametro Control Control®3 Control ® 6 Control ® 9

Proteina en suero (ug/ul) 545+£25 633+11.5 55.6+3.5 57.8+6.1
Colesterol en suero (mg/dl) 108+£222  77+6.8 85+ 6.0 99 +22
Triglicéridos en suero (mg/dl) | 404 £82.3 190+ 66.4 169 =77 116 +30.2

Proteina de membrana de 13£03  18+06  22=13 1.4+0.2
fantasmas de eritrocitos (ug/ul)

Tabla 5. Cuantificacion de proteina, colesterol, triglicéridos en suero y proteina de membrana de
fantasmas de eritrocitos, grupo diabético suplementado y no suplementados con acidos grasos
omega (3, 6 6 9) de 6 meses de edad

Parametro STZ STZ®w3 STZow6 STZo9
Proteina en suero (ug/ul) 53.7+£3.6 548+69 565+44 56.7+3.5

Colesterol en suero (mg/dl) 95+16.8 73+184 83+24.8 97+229
Triglicéridos en suero (mg/dl) | 211 £75.4 168 £95.7 129+82.6 190+ 29.5

Proteina de membrana de 13£04 36+1.1 27+15 0903
fantasmas de eritrocitos (ug/ul)
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8.4 Composicion de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos

Se analiz6 la composicion de acidos grasos de membranas de eritrocitos con la finalidad
de observar si hay cambios entre los diferentes grupos de animales inducidos con STZ y no
inducidos (control), suplementados y no suplementados con omega (3, 6 6 9), que ocurren
durante el crecimiento de los animales asi como con el desarrollo de la diabetes.

En la tabla 6 se puede ver la composicion de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de
ratas al mes de edad. Ocurrieron cambios durante el tiempo experimental, en la concentracion del
acido linoleico y araquidonico que son mayores en el grupo control con respecto al grupo
inducido a DMT?2; estos cambios probablemente estén influenciados por la diabetes generada en
este modelo. Es interesante ver que pese a tratarse de una hiperglicemia ligera la que se indujo en
los grupos con STZ, los efectos se dejan ver en el cociente de 4acidos grasos insaturados sobre
saturados (I/S), el cual se ha visto que es un indice directamente relacionado con la fluidez
membranal, asi que dichos cambios apuntan a que hubo una disminucion en la fluidez membranal
de los eritrocitos de las ratas inducidas a diabetes con STZ en aproximadamente un 22% en

promedio, aunque no tuvo diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos.

Tabla 6. Composicion de dcidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de ratas de 1 mes de
edad. Grupos control y diabéticos (STZ)

Acido graso Control STZ
Miristico 0.7 =+ 03 1.3 = 0.2
Miristoleico 04 = 01 0.6 = 0.1
Palmitico 414 =+ 3.6 47.7 =+ 3.2
Palmitoleico 1.9 =+ 12 42 = 2.1
Estearico 233 + 54 214 + 2.1
Oleico 69 = 19 55 + 25
Linoleico 43 £ 35 1.9 =+ 0.6
y-Linolénico 21 £ 04 2.7 = 0.5
o-Linolénico 04 = 03 03 =+ 0.0
Araquidonico 159 =+ 18 103 = 3.0
EPA 1.3 == 1.0 1.3 EE 0.3
DHA 0.7 =+ 03 09 =+ 0.4
NI 25 = 1.0 277 =+ 0.5
I/S 0.50 + 0.4 0.39 + 0.09

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificados; I/S: cociente
de acidos grasos insaturados sobre saturados.
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En la tabla 7 mostramos los resultados de los grupos control con y sin suplementos de
acidos grasos omega 3, 6 6 9 a los 3 meses de edad. La composicion de acidos grasos saturados e
insaturados es similar, los cambios son minimos, sin embargo el cociente de I/S nos muestra que
los suplementos de omega 3, 6 6 9 son diferentes con respecto al grupo control sin suplemento,
aumentando la concentracion de insaturados, lo cual implica aumento en la fluidez de la

membrana.

La composicion de acidos grasos del grupo STZ de 3 meses de edad (tabla §) tiene un
cociente de I/S mayor que el de 1 mes de edad (tabla 6), lo cual indica que a los 3 meses de edad
del grupo inducido a DMT2, las membranas de fantasmas de eritrocitos estan mas fluidas que al
mes de edad. Del mismo modo encontramos que a los 3 meses de edad el grupo STZ tiene un
cociente de I/S mayor que el grupo control a la misma edad. Estos resultados son atribuibles al
modelo de hiperglicemia ligera ya que a edades tempranas, apenas inicia el desarrollo de la

enfermedad.

Los grupos inducidos a DMT2 suplementados con los diferentes omega (3, 6 6 9) tienen
cocientes de I/S similares con diferencias minimas de 20%, lo cual indica que las membranas se

mantienen fluidas a los 3 meses de edad.

En la tabla 9 mostramos los resultados de la composicion de acidos grasos de los grupos
control con y sin suplementos a los 6 meses de edad, los cocientes de I/S de los grupos
suplementados con ® 3 y ® 6 respectivamente se mantienen igual que el grupo control sin
suplemento. Sin embargo el grupo suplementado con ® 9 disminuye la fluidez que tenia a los 3
meses de edad un 45 %. Los grupos diabéticos de 6 meses de edad (tabla 10) nuevamente tienen
cambios en cuanto a la composicion de acidos grasos, de acuerdo a la informacion que nos brinda
el cociente de I/S disminuyendo 50% lo que indica que las membranas son menos fluidas. Sin
embargo, el grupo STZ suplementado con ® 6, es el tnico que no cambia con el paso del tiempo

experimental.
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Tabla 7. Composicion de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 meses de edad. Grupos control
suplementados y no suplementados con acidos grasos omega (3, 6 6 9).

Acido graso Control Control ® 3 Control ® 6 Control ® 9
Miristico 0.7 £+ 04 04 £ 02 0.5 + o2 0.3 <+ o1

Miristoleico 0.5 = 04 0.1 = 00 0.2 + 0.2 0.2 = o1
Palmitico 41.3 + 37 32.6 £ 41 36.0 £ 15 369 + 38
Palmitoleico 2.7 + 1.6 25 + 07 27 + 18 2.7 £ 06
Estearico 224 + 63 23.8 £ 40 17.7 + 32 20.7 £ 23
Oleico 72 + 34 115 £ 20 11.8 + 6.1 122 + 28
Linoleico 4.7 + 51 5.8 + 41 54 £+ 09 43 =+ 24
y-Linolénico 3.5 + 44 14 = 09 3.7 £ 35 04 + 00
o-Linolénico 0.6 + 03 0.1 £+ o1 0.5 = o038 0.2 =+ 01
Araquidonico 17.9 + 6.7 173 + 3.0 142 £ 59 174 + 69
EPA 25 + 1.0 0.6 + 03 3.1 + 37 14 £ 12
DHA 1.0 + o8 1.3 £ 05 23 + 20 0.9 =+ 08
NI 19 + 1.0 33 £ 03 29 + 08 3.0 £ 06

I/S 0.54 £ 018 (.72 £ 0.19 (.81 = 0.15 (.68 £ 0.06

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificados; I/S: cociente de acidos grasos insaturados sobre saturados.
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Tabla 8. Composicioén de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 meses de edad. Grupos inducidos con STZ
suplementados y no suplementados con 4cidos grasos omega (3, 6 6 9).

Acido graso STZ STZ ®» 3 STZ » 6 STZ ®» 9
Miristico 0.5 £ 01 04 =+ 0.04 0.3 £ o1 0.7 £+ 04
Miristoleico 0.2 + 0.2 0.1 =+ 0.03 0.1 + o0.03 20 £ 12
Palmitico 35.6 =+ 24 348 = 1.6 271 + 6.1 41.1 £+ 40
Palmitoleico 2.0 + 038 23 + 08 1.6 + 01 28 £ 14
Estearico 20.8 £ 28 205 £ 12 21.2 + 152 220 £ 19
Oleico 99 + 25 79 + 17 10.0 = 3.1 91 =+ 35
Linoleico 4.8 =+ 27 54 + 08 10.8 + 24 25 £ 13
y-Linolénico 0.9 + 04 0.4 = 02 0.1 =+ 005 14 + 038
o-Linolénico 0.3 =+ 0.1 0.2 £ 00 0.1 =+ o0.02 04 £ 03
Araquidonico 21.2 + 53 23.0 =+ 13 23.6 = 46 129 + 16
EPA 04 £ 03 1.2 £ 13 0.7 £ 05 1.6 £ 11
DHA 04 + 02 11 £ 06 1.2 + 09 1.9 + 11
NI 35 +£ 11 3.1 £ 09 43 + 28 34 = 07
I/S 070 £ 012 0.74 £ 004 1.02 £ 029 (.57 £ 0.09

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificados; I/S: cociente de insaturados sobre saturados.
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de ratas de 6 meses de edad. Grupos control
suplementados y no suplementados con 4cidos grasos omega (3, 6 6 9).

Acido graso Control Control ® 3 Control ® 6 Control ® 9
Miristico 0.3 + o1 04 =+ 02 0.3 £ o1 0.3 = o1
Miristoleico 0.2 = 0.1 0.1 =+ 01 0.1 =+ 0.02 0.2 £ o1
Palmitico  40.6 = 48 371 £ 175 36.7 £ 3.0 384 £+ 49
Palmitoleico 1.7 £ 06 1.6 + 11 24 + 17 34 + 24
Estearico 242 + 5.6 232 + 5.6 263 = 57 288 = 9.0
Oleico 83 £ 19 74 + 2.6 7.8 £ 12 7.9 £ 43
Linoleico 50 £ 37 50 £ 40 40 =+ 37 53 £+ 48
y-Linolénico 0.9 + 0.3 1.7 £ o1 0.1 =+ o0.03 03 £ 00
o-Linolénico ND 0.1 £ o1 04 + 0.2 ND
Araquidonico 13.1 += 59 18.0 + 84 16,0 £ 6.0 104 + 538
EPA 1.9 + 42 09 = 06 1.4 + 14 1.6 = 11
DHA 1.9 + o038 20 + 14 11 £ 09 1.3 + 1.1
NI 32 + 07 39 £ 04 39 £ 05 27 £ 09
1/S 052 £ 023 0.65 £ 033 054 £ 020 0.37 £ 013

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificados; I/S: cociente de insaturados sobre saturados, ND: No
Determinado.
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Tabla 10. Composicion de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de ratas de 6 meses de edad. Grupos inducidos con STZ
suplementados y no suplementados con 4cidos grasos omega (3, 6 6 9).

Acido graso STZ STZ » 3 STZ » 6 STZ ®» 9

Miristico 0.5 £ 02 0.5 £+ 01 0.5 £+ 02 0.6 = 03
Miristoleico ND ND 0.2 + 00 ND =+
Palmitico 44.8 = 89 36.3 = 38 306 £ 26 39.7 £ 1.6
Palmitoleico 1.5 + 14 1.1 £+ 09 1.5 £ 09 0.5 = o4
Estearico 205 + 114 251 + 68 19.0 = 73 323 + 46
Oleico 59 + 22 8.6 = 24 85 =+ 23 74 + 23
Linoleico 23 + 11 58 =+ 3.6 95 + 4.0 48 =+ 33
y-Linolénico 0.6 + 0.0 ND ND ND

ao-Linolénico ND 0.2 £ 00 0.1 = o1 0.1 £+ 0.0
Araquidénico 8.4 =+ 63 173 £ 53 251 + 38 128 + 29
EPA 27 £ 22 1.1 + 06 05 = 03 1.2 + 10
DHA 1.9 £+ 1.6 0.5 £+ 05 1.5 + o038 14 £+ 10
NI 34 + 13 3.0 £ 07 29 £ 06 32 + 04

I/S 023 + 0.09 035 + 011 (098 + 035 (.36 £ 0.10

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificados; I/S: cociente de insaturados sobre saturados, ND: No
Determinado.
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8.5 Fluidez membranal (liposomas de DPPC como modelo de membranas)

Para estudiar la fluidez de las membranas bioldgicas, en este trabajo decidimos hacer uso
de varios monitores fluorescentes de fluidez membranal. Para evaluar la confiabilidad de cada
uno de estos monitores, se utilizaron liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), la cual se
conoce que tiene una temperatura de transicion de fase de 41°C para pasar de fase gel a liquido
cristalino y que la presencia de colesterol (en una relacion molar cercana a 1 con los fosfolipidos)
puede abatir dicha transicion de fase. Asi, en la Fig 25 se presentan las emisiones de
fluorescencia de excimero/monomero (Ie/Im) del dipirenilpropano (DPiP) en liposomas de DPPC
sin y con colesterol (25 mol%) y sus respectivos graficos de Arrhenius. Claramente se demuestra
que este monitor puede detectar la transicion de fase de los liposomas de DPPC, e incluso las
conocidas pretransiciones del DPPC, en ausencia de colesterol, asi como el abatimiento de la
misma en presencia de 25 mol% de colesterol. Lo anterior demuestra que este monitor parece ser

confiable para medir la fluidez de membranas bioldgicas.
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Figura 25. Fluidez membranal de liposomas de DPPC con el monitor DPiP en presencia y ausencia de
colesterol.
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En la figura 26 tenemos el analisis de Arrhenius aplicado al modelo de liposoma DPPC en
presencia y ausencia de colesterol (25 mol%), con el monitor difenilhexatrieno (DPH) el cual se
basa en la polarizacion de fluorescencia. Estos resultados nos muestran que el monitor es
consistente con la ubicacion propuesta, se ubica preferencialmente en el ntcleo de la bicapa como
lo cita la literatura y que la presencia de colesterol también abate la transicion de fase que se
habia detectado, al aumentar la temperatura, haciendo imperceptibles los cambios de estado de

gel a liquido cristalino.

Analisis de Arrhenius
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Figura 26. Fluidez membranal de liposomas de DPPC con el monitor DPH en presencia y ausencia de
colesterol.

65

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

En la figura 27 se presenta la polarizacion de fluorescencia del Trimetil Amino
difenilhexatrieno (TMA-DPH), un monitor que se ubica preferencialmente en la interfase de la
bicapa. Se puede observar que el TMA-DPH también detecta la transicion de fase gel a liquido
cristalino, pero a diferencia del DPH, en presencia de colesterol ain detecta cambios en las
membranas, lo cual es consistente con la localizacion del colesterol en cada monocapa. Asi,
contamos con tres monitores que nos proporcionan informacion de diferentes profundidades de la

membrana celular.
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Figura 27. Fluidez membranal de liposomas de DPPC con el monitor TMA-DPH en presencia y
ausencia de colesterol.
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8.6 Cinética de incorporacion DPiP en fantasmas de eritrocitos

Como las membranas bioldgicas no se pueden sonicar si se desea conservar su estructura
nativa, se realiz6 una cinética de incorporacion del monitor fluorescente dipirenilpropano (DPiP)
a dos diferentes concentraciones en una solucion de membranas de fantasmas de eritrocitos
registrando la incorporacion a 10°C durante 24 horas, para determinar cudl seria la relaciéon molar
ideal entre fluoroforo y fosfolipido ideal para minimizar la formacion de excimeros
intermoleculares y garantizar que el monitor esté¢ lo suficientemente incorporado y distribuido
entre las membranas para la medicidon de fluidez. En la figura 28 podemos observar que a partir
de las emisiones de excimero (Ie) y monémero (Im) del monitor, se obtuvo el cociente Ie/Im que
normalmente refleja de manera directa la fluidez de las membranas, pero en los tiempos iniciales
de su incorporacion a las membranas, en realidad refleja el proceso monomerizacion del monitor
y la llegada de Ie/Im a valores asintéticos indica la distribucion uniforme del monitor en las
membranas disminuyendo la probabilidad de formacion de excimeros intermoleculares a solo
excimeros intramoleculares. En este experimento los cocientes de Ie/Im registrados durante la
cinética son mayores al inicio; se puede observar que entre mayor sea la relacion de fosfolipidos
a monitor, mas rapida es la incorporacion. Asi, la relacion molar de fosfolipidos a DPiP (4729:1)
alcanzo un valor asintético desde las 5 horas de incubacion. Es importante mencionar que gracias
a la eficiencia cuantica del DPiP es posible utilizar proporciones molares tan bajas y aun tener
lecturas detectables y reproducibles como las que aqui se utilizaron. Ademads, estas relaciones

molares nos permitieron minimizar la posible formacion de excimeros intermoleculares.
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Figura 28. Cinética de incorporacion de
DPiP en membranas de fantasmas de
eritrocitos.
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8.7 Fluidez membranal en fantasmas de eritrocitos

Para saber si ocurren cambios en la fluidez de las membranas durante el desarrollo de la
diabetes, asi como con la administracion de suplementos omega (3, 6 6 9) en ratas diabéticas y no
diabéticas, se utilizaron 3 diferentes monitores fluorescentes que se ubican en diferentes regiones
de la membrana, lo cual nos revela un campo mas amplio de lo que ocurre a diferentes
profundidades de la membrana. Los eritrocitos no cuentan con organelos, lo que nos garantiza
que las mediciones de fluidez membranal correspondan s6lo a la membrana plasmatica.

El DPiP es una molécula hidrofébica que se ubica preferentemente en la parte intermedia
de la monocapa, el DPH el cual se ubica preferentemente en el nacleo de la bicapa y el TMA-
DPH se ancla en la interfase membranal.

Los fantasmas de eritrocitos, con los monitores DPiP, DPH y TMA-DPH, fueron
sometidos a un barrido de temperatura desde los 10 ° C hasta los 55 © C. En general, se conoce
que las membranas bioldgicas tienen transiciones de fase y que dichas caracteristicas son
dependientes de su estructura quimica. En este trabajo se analizé a las membranas de eritrocitos y
sus caracteristicas termotropicas. Para realizar la caracterizacion termotropica, se utilizaron
varios monitores y la informacion obtenida se analizéo mediante graficos de Arrhenius con los que
se pudo calcular las energias de activacion (Ea) en cada una de las fases de la membrana, asi
como sus temperaturas de transicion de fases, los cuales estan representados por los puntos de
inflexion de los graficos. En los graficos se pueden distinguir varios puntos de inflexion.

Tabla 11. Energias de activacion en membranas de fantasmas de eritrocitos de ratasde 1,3y 6

meses de edad, controles y diabéticas (STZ), sin ningtn tratamiento de acidos grasos omega, con
diferentes monitores.

Energia de Activacion (KJ/mol)

Edad (meses) 1 3 6

o Control STZ Control STZ Control STZ

& 205 57 403 95 127 144 €—G
9.8 1.9 18.9 11.2 12.0 12.4 @L.Q

T

g 2.5 2.3 4.6 2.2 3.1 2.3

T

8

& 1.8 1.5 441 1.3 1.6 4.8

S

-
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En la tabla 11 podemos observar las energias de activacion (Ea) obtenidas mediante el
grafico de Arrhenius para cada uno de los monitores fluorescentes (DPiP, DPH y TMA-DPH). Al
parecer, el monitor mas sensible o que presenta los mayores cambios en las Ea por la transicion
(gel (G) a liquido cristal (L.Q)), fue el DPiP debido a su ubicacion intermedia entre el nucleo de
la bicapa y la interfase, donde aparentemente ocurre la mayor modificacion membranal. Sin
embargo el DPH y el TMA-DPH, también proporcionan informacion sobre la region de la
membrana donde estos se ubican aunque no encontramos transiciones de fases que nos indiquen
que sean sensibles a estos cambios en la membrana, o que los cambios en esas regiones son
menores. Las Ea reportadas en las diferentes edades sugieren cambios importantes en las
membranas durante el desarrollo de la diabetes en el caso de las ratas inducidas con STZ y en el
grupo control.

En la Tabla 12 se muestran las energias de activacion (Ea) de los tres monitores de fluidez
membranal usados en fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 y 6 meses de edad que fueron
suplementadas con acidos grasos omega-3. Es interesante hacer notar de nuevo que de los tres
monitores, s6lo el DPiP nos permitié detectar transiciones de fase; el DPH y el TMA-DPH
mostraron una sola tendencia en el andlisis termotrépico. Por otro lado, la Tabla 12 muestra que
la energia de activacion del DPiP es mayor a los 6 meses de edad, tanto en controles como en
inducidas con STZ, lo cual nos hace pensar en que eso es derivado del tratamiento con los acidos
grasos omega-3 y de alguna manera homogeniza el comportamiento de las membranas de los dos
grupos.

Tabla 12. Energias de activacion en membranas de fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 y 6

meses de edad, controles e inducidas con STZ, suplementadas con acidos grasos omega 3. Con
diferentes monitores.

Edad 3 6

(meses)

a Control STZ Control STZ

= 11.6 8.8 207 201 | € G
= 89 55 141 133 | € Lo
== 2.1 2.4 2.3 2.3

§ T 13.5 8.9 72 1.6

2 a
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En las Tablas 13 y 14 se presentan las energias de activacion de los tres monitores en
fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 o 6 meses de edad que fueron suplementadas con 4cidos
grasos omega-6 (Tabla 13) o con omega-9 (Tabla 14). Al igual que en las dos tablas anteriores
(11 y 12), el tinico monitor que detecta dos fases es el DPiP. A diferencia de lo que se encontr6
en los grupos suplementados con acidos grasos omega-3 con DPiP, con omega 6 (Tabla 13) no
se aprecia un aumento en la energia de activacion de los 3 a los 6 meses de edad, sino una
disminucion en el grupo control y casi sin cambio en el grupo con STZ. Con los otros monitores
también se observa un comportamiento erratico de las energias de activacion, es decir, no se
muestra una clara tendencia de los datos. Lo anterior nos indica que hay que aumentar el numero
de experimentos para clarificar estos datos. En el caso de los omega-9 (Tabla 14), tampoco se
presenta una clara tendencia de los datos y es conveniente seguir la misma politica que para los

anteriores, es decir, aumentar el nimero de repeticiones experimentales.

Tabla 13. Energias de activacion en membranas de fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 y 6
meses de edad suplementadas con acidos grasos omega 6. Con diferentes monitores.

Edad

(meses) 3 6

A Control STZ Control STZ

= 1047 1206 227 158| € €
R 8.76 8.37 157 119 | €= Lo
== 2.33 145 432 23

§ o 227 1.05 1.24 82

Z g
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Tabla 14. Energias de activacion en membranas de fantasmas de eritrocitos de ratas de 3 y 6
meses de edad suplementadas con acidos grasos omega 9. Con diferentes monitores.

Edad
3 6

(meses)
o Control STZ Control STZ
& 8.11 7.4 3.03 18.4

1028  8.95 8.02 11.1
§ 2.7 255 232 227
s
g 17.3 0.93 10.8 1.9
[

€« G
<€ LQ
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9 DISCUSION
9.1 Desarrollo del modelo experimental
9.1.1 Caracterizacion del modelo (grupos control)

El uso de la estreptozotocina (STZ) para la induccion a diabetes estd ampliamente
estudiado en modelos bioldgicos como la rata. De acuerdo a las caracteristicas del modelo
deseado sera el esquema de induccidn a seguir; es asi que, dependiendo de las caracteristicas de
la cepa, la edad, el género, la etapa fisioldgica de los animales y la dosis de STZ, asi como la via
de administracion, se obtendran distintos modelos que varian no solo en las concentraciones de
glicemia generadas, sino también en los resultados de las investigaciones que se estén

desarrollando (Shafrir, 2007).

En el presente estudio se siguid el esquema de utilizacion de la toxina a dosis de 125
mg/kg de peso, a los dos dias de edad, ya que en estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion; y documentados en la bibliografia, se demuestra que a esta dosis y edad de
induccion se tienen hiperglicemias de entre 130 y 160 mg/dl, consideradas como ligeras, ademas
de una marcada intolerancia a la glucosa y dislipidemias casi inaparentes, similares con el
periodo del inicio de la diabetes tipo 2 en humanos (Figueroa, 2015a; Pérez-Hernandez, 2011;

Orozco, 2008).
9.2 Etapa de lactancia

En los datos obtenidos durante la etapa de lactancia en los grupos control y grupos
diabéticos se observd un incremento de 4 veces (p<0.05) la concentracion de glucosa sanguinea
en los animales diabéticos (468 mg/dL) entre los 5 y 7 dias de edad (figura 6), este incremento
esta asociado a la administracion de la STZ, la cual actua especificamente sobre las células 3 del
pancreas, utilizando el GLUT 2 para transportarse al interior de la célula; causando dafio a través
de los mecanismos de polirribosilacion del DNA y la generacién de radicales en la via xantina-
oxidasa (Gonzélez, 2002). El dafio causado es tan severo que provoca la muerte celular
generando una deficiencia en la sintesis de insulina y con ello una hiperglicemia, marcada y
cronica, en este periodo (Wang et al., 1994). Sin embargo, pasada esta etapa las concentraciones

de glucosa en sangre tienden a regresar a estados basales (130 mg/dl), este fenémeno se debe a
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que en animales neonatos el pancreas tiene la capacidad de regenerar y/o diferenciar
parcialmente la poblacion de células B, lo que resulta en un animal adulto con hipoinsulinemia e

hiperglicemias moderadas (Bonner-Weir et al., 1981).

De los 12 a los 30 dias de edad no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en
las concentraciones de glucosa en sangre entre el grupo control y el diabético. Cabe mencionar
que durante la lactancia, en ratas, se presenta un estado de homeorresis caracteristico, por lo que
las concentraciones de glucosa tanto en animales normales como diabéticos se encuentran por
arriba de los 100 mg/dl; concentracion considerada como normal en la etapa adulta. Es
importante seialar que los neonatos de ratas presentan hipoglicemia las primeras 24 a 48 horas de
vida; por lo que el incremento del valor de glucosa sanguinea en la etapa de lactacion (figura 6 A)

del grupo control esta asociado a los sistemas de adecuacion metabolica en esta etapa.

Respecto al peso de los animales durante la etapa de lactancia (figura 6 B) podemos
observar que el incremento en la ganancia diaria de peso es menor en los animales del grupo
diabético con una diferencia de 4 gramos al inicio del estudio y de hasta 46 gramos al final de
este periodo. Este efecto; que se puede asociar a un proceso de desnutricion marcado en los
animales diabéticos, es importante ya que la mayoria de los 6rganos y tejidos terminan su proceso
de maduracion y/o desarrollo en esta etapa, ademas de que la malnutricion es uno de los factores

asociados el desarrollo de patologias de origen metabolico en la edad adulta (Becerra, 1999).
9.3 Etapa de crecimiento

Durante este periodo que va de las 4 a las 24 semanas de edad, no se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo normoglicémico y el diabético en cuanto a la
ganancia de peso corporal. Sin embargo, podemos observar una clara diferencia matematica a lo
largo del tiempo; donde el grupo diabético tiene una mayor (5 al 35%) concentracion de glucosa
en sangre, arriba del 90% de todo el tiempo experimental respecto a su control (figurall y 12),
este comportamiento es el que se reporta en la mayoria de los estudios con ratas inducidas a
diabetes tipo 2 con STZ (Pérez-Hernandez, 2011; Orozco, 2008) y es también el comportamiento
encontrado en pacientes con el sindrome en los primeros estadios de este o al establecimiento del

padecimiento de acuerdo a lo descrito en la historia natural de la enfermedad.
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Este fenomeno se debe a que las concentraciones de glucosa sanguinea se comportan de
forma normal dentro de rangos de hasta = 25% a lo largo de la vida de los individuos, es por ello
que aun en el grupo normoglicémico podemos observar concentraciones de hasta 125 mg/dl. Sin
embargo la tendencia de los datos en el grupo normoglicémico es a disminuir (10 y 25%)
conforme incrementa el tiempo, contrario a lo que sucede en el grupo diabético. Otra explicacién
probable respecto a la concentracion de glucosa sanguinea elevada en las primeras semanas de
estudio en el grupo normal es que al inicio del tratamiento los animales no estan familiarizados
con practicas de manejo, lo que podria estar afectando la liberacion de catecolaminas, moléculas
descritas como hiperglucemiantes, por su accion sobre las células hepaticas y del musculo
esquelético, que promueven la degradacion de glucogeno en situaciones de estrés incrementando

la concentracion de glucosa sanguinea.

Uno de los parametros afectados durante la diabetes es el peso corporal debido a que los
aportes de glucosa a las células dependientes de insulina son insuficientes y en ocasiones nulos
debido a lo cual la célula tiene que instrumentar mecanismos que le permitan sobrevivir en estas
condiciones. Al analizar las curvas de crecimiento de los animales en estudio se observd una
menor ganancia de peso en los animales diabéticos. La literatura sefiala que los pacientes, previo
al desarrollo de la DMT2, cursan con sindrome metabdlico caracterizado por sobrepeso,
intolerancia a la glucosa y alteracion del metabolismo de los lipidos; sin embargo ya establecida
la enfermedad los pacientes presentan pérdida progresiva de peso corporal (Drukker and
Pogorelova, 1996). En el presente estudio se puede observar en la figura 8 y 9, que el efecto de la
diabetes sobre esta variable (pobre ganancia de peso) concuerda con los datos reportados en la
literatura, donde se han realizado estudios para evaluar el efecto de ciertos fairmacos sobre la
concentracion de la glucosa en sangre y ganancia de peso corporal en ratas (Li et al., 2015). Se
debe considerar que en este estudio los animales utilizados se encuentran en la etapa de
desarrollo, donde la demanda energética es mayor. Esta pobre ganancia de peso en los animales
del grupo diabético puede definirse como deficiente nutricion celular con un balance energético
negativo ocasionado por el ineficiente aporte de glucosa y con una disminucion de las reservas
proteicas de la masa muscular, debido a la utilizacion de estas como fuente energética, teniendo
como resultado el aumento en el catabolismo y un bajo anabolismo (Muoio and Newgard, 2008;

Stumvoll et al., 2005). Los cambios derivados del catabolismo bajo las condiciones del estudio en
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estos animales, es el observado en la mayoria de los pacientes diabéticos mismo que se traduce en
bajo peso corporal o disminucién del mismo, a lo largo del desarrollo de la patologia (Fujii et al.,

2010).

Otro de los parametros evaluados durante el establecimiento de la diabetes tipo 2 es la
dislipidemia; la cual implica el incremento de la concentracion de triglicéridos, colesterol y la
alteracion de las lipoproteinas de baja y alta densidad en sangre. Debemos recordar que la
concentracion de glucosa sanguinea esta en intima relacion con el metabolismo de los lipidos, por
lo que las variaciones en las concentraciones de colesterol y triglicéridos en sangre son uno de los
principales factores estudiados como posible causa de las patologias de tipo metabolico (Mensink

et al., 2003).

Respecto a la concentracion de triglicéridos se encontré que existe diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre el grupo diabético y el normoglicémico de las 16 a
las 24 semanas, donde la concentracion de estas moléculas es mayor hasta 2.4 veces en los
animales del grupo diabético. Estos datos coinciden con los reportados en la literatura y hacen
evidente la alteracion en el metabolismo de los carbohidratos. Por otro lado las concentraciones
de colesterol, en las cuales no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa y se
mantienen en rangos normales en ambos grupos a lo largo del tiempo hacen evidente el incipiente
sindrome en estos animales. Mas aun, en los resultados del analisis de la insulina se observa una
concentracion 3 veces menor en los animales diabéticos, dicha disminucidén concuerda con la
mayor concentracion de glucosa y triglicéridos en sangre (Damas et al., 2001; Havel et al., 1998,

2000).

La literatura sefiala que la concentracion de glucosa normal en ratas se encuentra entre 80
a 100 mg/dl semejante a los valores reportados en la mayoria de los mamiferos incluyendo a los
humanos (Goiii Avelina Caridad et al.; Poveda et al., 2008; Olivares Reyes and Arellano
Plancarte, 2008). En el presente estudio durante la etapa adulta se observa una mayor (5 a 35 %)
concentracion de la glucosa sanguinea en los animales del grupo diabético (de 115 a 160 mg/dL).
Los valores promedio en ratas con DMT2 registrados por diversos autores van de 6.6 a 19.4
mmol/l, dependiendo del manejo nutricional y estado fisiologico de los animales. En humanos,

una concentracion de glucosa sanguinea mayor a 6.1 mmol/l es un indicador del inadecuado uso
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de la insulina y se consideran como pacientes pre-diabéticos a los cuales hay que realizar prueba

de tolerancia a la glucosa para confirmar o descartar DMT2 (Poveda et al., 2008).

La diabetes mellitus tipo 2 se diagnostica por la presencia de los signos y sintomas
clasicos y elevada glucemia; por altas concentraciones plasmaticas de glucosa en ayunas o por la
elevacion de la glucemia dos horas después de la administracion de 75 g de glucosa via oral. La
mayoria de los diagnosticos se establecen en pacientes con sintomatologia, la ADA especifica
que en estos individuos solo se necesita una glicemia mayor a 6.1 mmol/l en ayuno de 8 horas, o
de 11.1 mmol/l en forma aleatoria, para su confirmacién y la OMS da como positivos a aquellos
pacientes que en forma repetida dan como resultado una concentracion de glucosa sanguinea
mayor a 6.1 mmol/l en ayuno de 8 horas (ADA, 2011). Al analizar los datos obtenidos tanto de la
curva de tolerancia a la glucosa (CTG) como la curva de glucosa en ayuno (CGA) y la
concentracion de insulina de los animales en estudio se advierte una desregulacion del
metabolismo de los carbohidratos por la deficiente concentracion de insulina. A pesar de que los
mamiferos experimentan periodos de ayuno y de alimentacion (estado postprandial), la variacion
de la glucosa plasmatica se mantiene en un intervalo estrecho entre 4 y 7 mM en individuos
normales. Este intervalo tan estricto y constante se encuentra bajo el control y equilibrio entre la
absorcion de glucosa desde el intestino, la produccion de glucosa hepatica y su absorcion y
metabolismo en los tejidos periféricos y estd regulado de manera directa por dos hormonas, la
insulina y el glucagon (Bastarrachea et al., 2005). Una de las principales caracteristicas de los
primeros estadios de este sindrome en humanos son las hiperglicemias moderadas que suelen
pasar inadvertidas, siendo asi que el diagnostico se realiza hasta 10 afios después de iniciado el
problema. Un inadecuado diagnéstico puede surgir del periodo de ayuno al que se somete a los
animales; si bien lo recomendado en pacientes humanos es de 8 horas, la curva de ayuno
realizada a los animales en experimentacion sugiere que este tiempo es inadecuado en estos
animales, ya que a las 4 horas (figura 14) las concentraciones de glucosa en sangre son reportados
como normales (90 a 100 mg/dl) en los individuos no inducidos a diabetes y tiende a incrementar
hasta un 25% a partir de las 5 y hasta las 8 horas en el 80 % de los individuos, con lo cual se
puede estar diagnosticando hiperglicemia en individuos normoglicémicos. Por otro lado la CGA
de los animales del grupo diabético se observo el mismo efecto, pero con una disminucion de los

valores en ocasiones por debajo de los normales, lo que pone en riesgo la vida de los individuos.

76

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

La evidencia de los resultados obtenidos en la CGA son comprobables con los resultados
de la CTG en la cual individuos que a las 8 semanas de edad parecieran hiperglicémicos muestran
una curva de tolerancia a la glucosa normal; esto es, la disminucion de la concentracion de
glucosa en sangre o recuperacion de los valores normales suele ser entre los 30 y 60 minutos
después de la descarga de sacarosa en el 100 % de los animales del grupo control, mientras que
en el grupo de los animales diabéticos la normalizacion de la concentracion de glucosa se observa
después de los 120 minutos dando positivo a intolerancia a la glucosa. Tanto en humanos como
en ratas un incremento prolongado (> 120 minutos) de la glicemia en la CTG corresponde a una
tolerancia alterada de la glucosa y es utilizada junto con otros parametros como: hiperglucemia
en ayunas, dislipidemia, sintomatologia e hiper o hipoinsulinemia en el diagndstico de diabetes
tipo 2 (Ernsberger et al., 1999). La CTG se realiz6 una vez al mes durante el estudio con la
finalidad de comprobar que los resultados no se deben a factores de tipo ambiental como son
alimentacion, clima o manejo. Se observo que el comportamiento de los valores de glicemia tanto
en el grupo control como el inducido a diabetes, son constantes tanto en la CGA como en la CTG
a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo
reportado por (Figueroa, 2015b) quienes caracterizan la concentracion de glucosa en sangre en
machos a lo largo de 6 meses con la finalidad de estandarizar el tiempo de ayuno adecuado en

ratas.

Existen tres caracteristicas constantes en la diabetes tipo 2: resistencia a la accion de la
insulina en los tejidos periféricos (musculo, tejido adiposo y especialmente higado); misma que
podemos corroborar con la pobre ganancia de peso en el grupo indicado a diabetes, secrecion
alterada de la insulina en respuesta al estimulo de glucosa; que en nuestro estudio se muestra
como menor concentracion en comparacion con los animales normoglicémicos y aumento en la

produccion de glucosa hepatica; concentraciones de glucosa mas altas (Lillioja et al., 1988).

Las pruebas realizadas en el presente trabajo para el diagnostico de diabetes tipo 2 como
son CTA, CTG, triglicéridos y colesterol muestran una ineficiente sintesis y utilizacién de la
insulina, misma que se comprob6 con el analisis de la hormona en el suero de los animales. La
resistencia periférica a la insulina se presenta con una fase preclinica (en estadio de tolerancia

alterada a la glucosa), ademas de una elevacion moderada de la concentracion de glucosa en

77

——
| —



Uso de acidos grasos omega contra el desarrollo de la diabetes 2016

sangre y elevadas concentraciones de colesterol y triacilglicéridos (Pratley et al., 2003; Saad et

al., 1991).

9.4 Metabolismo de carbohidratos durante la etapa de crecimiento con tratamiento de

acidos grasos omega 3,6 0 9.

Los beneficios que aportan a la salud los 4cidos grasos poliinsaturados omega 3,6 6 9 estan
ampliamente documentados en la literatura y su consumo es recomendado por médicos y
nutriologos en todo el mundo. Ademdas de lo anterior existen reportes de que estos lipidos
contribuyen a la regulacion de la glicemia en pacientes diabéticos; sin embargo los mecanismos a
través de los cuales previenen el aumento de la concentracion de glucosa no estan claramente

dilucidados.

En el presente estudio se evalud el metabolismo de los carbohidratos en ratas
normoglicémicas y con diabetes tipo 2, con y sin la adicién de los acidos grasos insaturados
omega 3, 6 y 9, con la finalidad de verificar si estas moléculas tienen efecto en el control de la
concentracion de glucosa en sangre, encontrando que los efectos de estos acidos grasos estan

asociados tanto a la dosis como al esquema de consumo y la duracion del tratamiento.

Como ya se explico en el desarrollo del modelo; no se observd diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control y el diabético. Una de las caracteristicas de este modelo es
justamente el moderado perfil de glicemia que presentan los sujetos a lo largo de los tratamientos.
Debemos recordar que las glicemias aunque moderadamente altas (110 a 160 mg/dl) en forma
cronica ocasionan las mismas alteraciones patologicas que las glicemias mas altas (> 180 mg/dl)

debido a que no es la concentracion de glucosa sino su cronicidad la que dana los tejidos.

Por otro lado la adicion de los 4cidos grasos omega 3 parece tener un mayor beneficio en el
control de la glicemia en animales diabéticos ya que mantuvo la concentracion de glucosa en
sangre en un rango de 120 a 130 mg/dl a partir de las doce semanas de edad. Mientras que las
concentraciones de glucosa en sangre de los animales adicionados con los acidos grasos omega 6
y 9 tienen un comportamiento erratico y poco confiable. Sin embargo; el consumo de los acidos
grasos omega 3 (13%) en individuos normoglicémicos parece tener un efecto contrario al

observado en los animales con diabetes y lejos de traer un beneficio se asocia a una ligera
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intolerancia a la glucosa y descontrol de la concentracion de glucosa sanguinea a lo largo del
tiempo (figura 17). Este fenomeno se ha relacionado con la capacidad que tienen estos acidos
grasos de estimular la sintesis de insulina, por lo que administrados en forma habitual podrian
contribuir con el desarrollo de la diabetes tipo 2, maximo en una poblacion en la cual los factores

genéticos y ambientales estan sefialados como el origen de este padecimiento.

En busca de evidencia que confirme o apoye la anterior afirmacién encontramos que en ratas
normoglicémicas suplementadas con acidos grasos omega 3 durante la gestacion se advierte el
mismo efecto hiperglicemiante que en nuestro estudio (Figueroa G. et al., 2013). Por otro lado la
relacion existente entre la diabetes mellitus y el uso de aceite de pescado como posible
tratamiento ha sido descrita desde 1966 en estudios realizados en poblaciones de esquimales
donde se observd una menor incidencia de este sindrome en esta etnia comparado con la
poblacion danesa. La importancia del estudio de los efectos de los omega 3 y la diabetes deriva
de su relacion con las dislipidemias, pues las alteraciones del metabolismo de las grasas estan en
estrecha relacion con el estrés metabolico. Por otro lado la resistencia a la insulina derivada de la
fase hipermetabdlica en la diabetes, obliga a que la glucosa no sea oxidada adecuadamente, por lo
que la mayor parte de los requerimientos energéticos durante esta fase son aportados por las
grasas. Durante el estrés metabdlico, los tejidos insulinosensibles estan capacitados para utilizar
grasas como fuente energética; esto es posible gracias al incremento de los niveles plasmaticos de

hormonas como el cortisol, epinefrina y glucagon.

Es adecuado senalar, que el efecto hiperglicemiante encontrado en el grupo de animales
normoglicémicos adicionados con omega 3 también se advierte en los grupos adicionados con
acidos grasos omega 6 (25%) y 9 (23%) y, que este efecto es mds severo en estos grupos. Se sabe
que la administracion de acidos grasos de cadena larga puede conducir a un incremento del
metabolismo del acido araquidonico incrementando la sintesis de moléculas inflamatorias
(prostaglandinas y tromboxanos) especialmente cuando dichos 4cidos grasos se aportan en forma
de 4cidos grasos omega 6. Por el contrario la administracion de 4cidos grasos omega 3 disminuye
la produccion de estas moléculas aportando un beneficio antiinflamatorio. En este sentido se hace
evidente la importancia en la relacion ®-3/w-6 dado que a mayor ingesta de ®-6 mayor
incremento de la masa adiposa con incremento en las alteraciones metabolicas como resistencia a

la insulina (Massiera et al., 2010). Se ha sugerido que la ingesta del 4cido linoleico en los
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pacientes con diabetes no sea mayor al 10% del total de Kcal requeridas, pues un consumo
superior puede incrementar el riesgo de peroxidacion lipidica en el organismo (Mensink et al.,

2003).

Al adicionar en forma aislada cada uno de los 4cidos grasos poliinsaturados de la familia de
los omega podriamos estar ocasionando un desequilibrio en las proporciones de estos en la dieta
y con ello generariamos un modelo de diabetes tipo 2 de origen lipidico. En los tltimos 150 afios
los seres humanos han incrementado el consumo de los 4cidos grasos omega 6 (Grasas y acidos
grasos en Nutricion humana. FINUT-FAO. 2008) (maiz, carne y productos lacteos) y disminuido
el de los omega 3 (hierba, las semillas de lino, la colza y los pescados como el salmoén, la sardina
o la caballa) de una proporcion de 2:1 a 15:1 (México), esto es mas del 250%, lo que ha generado
un incremento en el acimulo de grasa corporal, dislipidemia y resistencia a la insulina. Ademas
de lo anterior se debe recordar que el acido linoleico y el alfa linolénico compiten por el
metabolismo de la enzima A6-desaturasa, por lo que el incremento en el consumo de ®-6 puede
reducir la disponibilidad de la enzima y limitar el metabolismo del -3 (Villalobos et al., 2010).

La proporcion adecuada entre omega 3 y 6 de acuerdo a la FAO y la OMS es de 4:1.

Por otro lado, al revisar los resultados obtenidos tanto de la cuantificacion de colesterol como
de triglicéridos evidenciamos aiin mds esta posible asociacion entre la dosis de los 4cidos grasos
omega 3, 6 6 9 y el desarrollo de la hiperglicemia en los animales de los grupos control, pues si
bien una de las caracteristicas de los pacientes diabéticos es justamente las alteraciones en el
metabolismo de los lipidos observadas a través del incremento del colesterol y los triglicéridos en
sangre, esta sintomatologia también se hace evidente en los individuos con tratamientos de acidos

grasos omega 3, 6 6 9, siendo mas evidente el efecto del w-6 que el de los ®-3 y ®-9.

Aunque ninguno de los tratamientos se correlaciona en forma positiva con la ganancia de
peso, podemos asegurar que uno de los efectos del tratamiento con acidos grasos omega 3, 6 6 9
en los animales del grupo diabético es la lipdlisis la cual se produce como respuesta a la accion
de las hormonas contrareguladoras, incrementandose la concentracion de los triglicéridos y el
colesterol. Otros estudios relacionados con la presente investigacion también han reportado una
pobre ganancia de peso en animales inducidos a diabetes tipo 2, con incremento de los

triglicéridos y el colesterol en combinacion con hiperglicemias moderadas (Figueroa, 2015a).
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Debemos senalar que en el presente estudio se encontrd un incremento de los triglicéridos a lo
largo del tiempo experimental (6 meses) en todos los grupos (control; 36%, control ®-3; 45%,
control ®-6; 18%, control ®-9; 16%, STZ; 146%, STZ w-3; 56%, STZ ®-6; 27% y STZ ®-9;
117%), lo que podria estar asociado a una disminucion en la funcidn de la tiroxina y una menor
utilizacion de la glucosa sanguinea (Mendel et al., 1986). Sin embargo no se encontrd este mismo
efecto en los resultados del colesterol. Estudios realizados por Spector y Yorek (Spector and
Yorek, 1985), con la finalidad de estudiar la relacion de la tiroxina y los &cidos grasos libres
usando acido palmitico marcado demuestran que dicha hormona tiene un marcado efecto en la
utilizacion de este acido, asi como en la movilizaciéon de los 4cidos grasos, estos mismos
resultados han sido reportados por Chopra y colaboradores (Chopra et al., 1993), quienes
observan una correlacion negativa entre la concentracion de acidos grasos libres y la accion de la

hormona.

A su vez, el metabolismo celular esta regulado por la sintesis y liberacion de la hormona
tiroidea “tiroxina” la cual depende de la albimina para ser transportada y liberada en los sitios de
accion, por lo que cualquier incremento en la concentracion de triglicéridos y 4cidos grasos libres
y la saturacion de la proteina por estas moléculas afecta de forma directa la uniéon de la hormona

a dicha proteina, y con ello el transporte de la misma a los sitios de accion; limitando sus efectos.

Sin embargo debemos tener cuidado al momento de interpretar la relacion del peso con la
concentracion de triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre, pues si bien por un lado se
evidencia la falta de accion de la hormona tiroidea por la saturacion de la albumina; lo que nos
podria sugerir un cuadro de hipotiroidismo nutricional secundario, con incremento del peso

(Kiess et al., 2001).
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9.5 Fantasmas de eritrocitos
9.5.1 Composicion de acidos grasos

Las membranas plasmaticas son el principal indicador del estatus de las alteraciones de los
acidos grasos y su metabolismo en los organismos. Es por ello que el estudio de la composicion
de 4cidos grasos en estas estructuras celulares es fundamental para el entendimiento de la
dinamica de la hiperglicemia en los cambios metabdlicos y su influencia en la patogénesis y
desarrollo de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico y la

obesidad (Spector and Yorek, 1985).

Por otro lado los eritrocitos ademas de ser las células mas abundantes en el tejido
sanguineo, también son elementos de recambio continuo, por lo que se pueden considerar como
el monitor del estatus nutricional de los individuos, sirviendo como indicadores de cambios mas
profundos que evidencian el principio y desarrollo de alteraciones de tipo metabdlico. Ademas de
lo anteriormente planteado, aun cuando la toma de una muestra de sangre se considera un método
diagndstico invasivo no lo es tanto como la obtencion de biopsias y su andlisis y obtencion de

resultados es mas rapido y eficaz.

En el presente estudio se analizdé la composicion de acidos grasos en fantasmas de
eritrocitos encontrando que existe un comportamiento cuadratico tanto en la composicion de
acidos grasos insaturados (AGI) como en la de los 4acidos grasos saturados (AGS) en los animales
del grupo diabético y en los grupos adicionados con omega 3, 6 y 9, tanto diabéticos como sanos,
encontrando diferencia estadistica significativa entre cada uno de ellos respecto al control
(p<0.05) pero no entre ellos. Este comportamiento cuadratico que describe el incremento de los
acidos grasos insaturados y disminucion de los acidos grasos saturados en los primeros tres meses
de vida de los individuos tiende a ser inverso hacia los seis meses. Con lo que también el cociente
de Insaturados/Saturados (I/S) tiende a cambiar disminuyendo con el paso del tiempo. Todo lo
anterior se correlaciona en forma positiva con la concentracion de glucosa sanguinea, la cual,
como ya se habia hecho mencién, pese a no ser tan elevada genera cambios en pardmetros tan
importantes como la composicion de los dcidos grasos, de los cuales el I/S es muy importante ya
que esta directamente asociado con la fluidez membranal la cual es una de las caracteristicas

fisicoquimicas de las membranas, asociadas a la funcion de estas (Pérez-Hernandez et al., 2010)
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La importancia fisiologica de las modificaciones en las propiedades fisicas de las
membranas reside en su relacion con numerosas funciones celulares, incluyendo la actividad de
enzimas asociadas a ésta, transporte de solutos y procesos de transduccion de sefales inducidos
por hormonas (Garcia et al., 2003). Se sabe que tanto el aumento de la concentracion de
colesterol como la disminucion de la relacion I/S en las membranas biologicas reducen la fluidez
al envejecer. Esta disminucion de la fluidez se asocia a disminucion en la senalizaciéon, mayor
riesgo de rompimiento de las membranas con cambios osmoéticos (Winocour et al., 1990) y
apoptosis. Si bien es cierto que una de las caracteristicas observadas en el presente estudio es el
incremento de AGS y la disminucién de los AGI con el tiempo en los animales de estudio, este
fenomeno no fue registrado en los individuos del grupo control, los cuales permanecieron sin
cambios aparentes ni en la composicion de acidos grasos o en el cociente I/S, por lo que los
cambios derivados de la composicion de los acidos grasos que afectan la fluidez de las
membranas no es a atribuible a la edad. Por otro lado una de las caracteristicas encontradas en
animales diabéticos ha sido justamente la disminuciéon en la fluidez de las membranas

plasmaticas asociado este a la hiperglicemia.

La estructura de las membranas celulares se describe como una bicapa lipidica donde se
insertan las proteinas y otros componentes. Esta estructura es altamente plastica y dinamica
debido a las propiedades de los lipidos que la constituyen (Singer and Nicolson, 1972). Cualquier
cambio en la composicion lipidica de las membranas tiene como consecuencia alteraciones en la
fluidez de las mismas, con lo que la medicion de esta es un indicador de la actividad y/o
metabolismo celular (Li et al., 1999). Un estudio realizado por Popp SC, (Popp-Snijders et al.,
1987) en membranas de eritrocitos de paciente diabéticos con suplementacion de acidos grasos
omega 3 durante 8 semanas encontraron una disminucioén en la concentracién de la glucosa en
sangre, asi como el aumento en la composicion de los AGI sin evidencia de modificaciones en la
fluidez de la membranas, lo que atribuyeron a un incremento en la sensibilidad a la insulina y las
de los triglicéridos en sangre. Los mismos autores realizaron un estudio en individuos sanos bajo
el mismo esquema de suplementacion del ®-3 donde encontraron un incremento de los AGI en
los fosfolipidos fosfatidil-colina y fosfatidil-etanolamina acompafiados de una disminucién de
estos dos fosfolipidos y un incremento en la esfingomielina, sin cambios aparentes en la fluidez

de la membrana, sugiriendo que los cambios en la composicion de los AGs pueden ser
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contrarrestados con la adecuacion del contenido de fosfolipidos (Popp-Snijders et al., 1986). Los
cambios encontrados por Popps SC et al, sugieren que tal vez los cambios en la composicion de
los acidos grasos no son tan importantes como las modificaciones en la cantidad de fosfolipidos
de las diferentes membranas pues las caracteristicas fisicoquimicas de estas y el funcionamiento

celular estan en funcion del tipo de fosfolipidos que las constituyen (Stubbs and Smith, 1984).

El incremento en la fluidez de la membrana estd relacionado con cambios en la
composicion de los acidos grasos; es asi que entre mayor sea la proporcion de acidos grasos
insaturados y/o menor la de saturados, la fluidez se hace mayor (McMurchie, 1988). Estudios
realizados en hembras con sobre peso y obesidad sefalan una disminucion de la fluidez de la
membrana en eritrocitos debida a una disminucién en el indice de PUFAS, principalmente los de
cadena larga de la serie ®-3, cabe sefalar que dicho estudio fue realizado con la sonda
fluorescente DPH. Los autores sugieren que estos hallazgos se asocian a estrés oxidante derivado
de un metabolismo alterado de los lipidos, en el estudio también se sefiala una diferencia
estadisticamente significativa para el pardmetro glucosa, donde el grupo con sobrepeso tiene
mayor concentracion de ésta en sangre (Cazzola et al., 2004), Suzuki et al., (Suzuki et al., 1998),
sefalan una disminucién en la microviscosidad de la membrana plasmatica de células de tejido
nervioso y un incremento en la concentracion del acido graso poliinsaturado DHA. Este acido
graso ha sido sefialado como posible modulador de varias de las caracteristicas termotrdpicas de
las membranas entre ellas la fluidez, la transicion de fases, la elasticidad, la permeabilidad, la
fusion, el flip-flop, y la actividad de las proteinas. Su interaccion con otros lipidos de la
membrana, en particular con el colesterol pueden tener un papel importante en la modulacién de

la estructura local y la funcion de las membranas (Stillwell and Wassall, 2003).

Existen diversos factores intrinsecos de la membrana que afectan la fluidez de la misma.
Algunos de ellos son la composicion de acidos grasos, la disposicion e interacciones entre los
mismos, asi como la concentracion de proteina y colesterol de la membrana. La membrana debe
ser compatible con muchos de los procesos esenciales para la funcion celular, con excepcion de
ciertos lipidos, los productos del metabolismo del acido araquidénico y poli-fosfatidilinositol,
estos procesos se llevan a cabo por proteinas asociadas a la membrana. Las proteinas de
membrana pueden ser modificadas por las propiedades fisicoquimicas, ya sea por los grupos de

fosfolipidos con los que se asocian o por efectos de integracion de los lipidos de la membrana
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(McMurchie, 1988). Se estudié la concentracion de proteina y colesterol en los fantasmas de
eritrocitos para determinar su posible participacion en el incremento de la fluidez sin encontrar
diferencias estadisticamente significativa entre grupos. Ademas, la fluidez de membrana se ve
afectada por procesos tales como la adaptacion homoviscosidad, regulacion viscotrdpica, las

transiciones de fase de lipidos y las separaciones de fases laterales (McMurchie, 1988).

Otros pardmetros importantes en el estudio fisicoquimico de las membranas, que
demuestran alteracion en la fluidez de esta son: la energia de activacion de las fases gel y liquido

cristal y la temperatura a la que se da la transicion de las mismas.

La importancia fisiologica de las modificaciones en las propiedades fisicas de las
membranas reside en su relacion con numerosas funciones celulares, incluyendo la actividad de
enzimas asociadas a ésta, transporte de solutos y procesos de transduccion de sefiales inducidos
por hormonas (Garcia-Saez and Schwille, 2010). Por lo anterior, es importante conocer cOmo este
parametro se ve alterado durante el desarrollo de la diabetes y con el uso de suplementos de
omega (3, 6 6 9). Los monitores aqui utilizados proporcionaron informacion con respecto a la
fluidez membranal de fantasmas de eritrocitos. Sin embargo, hay que sefialar que los monitores
de fluorescencia empleados en las distintas metodologias son uno de los principales factores a
considerar al momento de hacer comparaciones, ya que estos monitores se localizan o insertan en
distintos sitios de las membranas de acuerdo a su caracter lipofilico, por lo que el nivel de
insercion varia con cada uno de ellos. Los ensayos realizados en este trabajo se desarrollaron con
el uso de DPiP el cual, a través de la relacion de fluorescencias de excimero a mondmero (Ie/Im),
estd directamente relacionado con la fluidez membranal. Por otro lado, en el DPH y el TMA-
DPH, la polarizacion de fluorescencia estd inversamente relacionada con la fluidez. Es claro que
la diabetes afecta diferencialmente dependiendo del tipo de membrana u organelo, asi por
ejemplo, utilizando el DPiP se ha reportado que la diabetes y la hipertension disminuyen la
fluidez de fantasmas de eritrocitos de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) conforme

progresan las patologias (Pérez-Hernandez et al., 2010).

Otro dato importante obtenido de las membranas, que demuestra alteracion en la fluidez
es: la energia de activacion. En nuestro estudio encontramos que la energia de activacion varia de

acuerdo al monitor que se utiliza y observamos cambios en cada uno de los grupos que tenemos
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(control y STZ, suplementados y no suplementados), como se observa en las tablas

correspondientes a la Ea.

También sabemos que la fluidez membranal estd dada en funcion de la composicion de
acidos grasos; es asi que entre mayor sea la proporcion de acidos grasos insaturados y/o menor la

de saturados, la fluidez se hace mayor.
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R/
L X4

L)

10 CONCLUSIONES
Con la dosis de estreptozotocina administrada (125 mg/kg de peso corporal) en ratas
wistar machos, generamos un modelo de Diabetes Mellitus Tipo 2 con hiperglicemia
ligera. Aparentemente la concentracion de glucosa sanguinea era similar a los grupos
control durante todo el tiempo experimental, sin embargo, al realizar las curvas de
tolerancia a la glucosa, confirmamos que los animales inducidos eran diabéticos. Nuestros
datos sugieren que este modelo experimental es semejante a la Diabetes en su etapa
inicial, cuando atin no hay sintomas.
El peso corporal de los animales diabéticos con y sin suplementos de los diferentes acidos
grasos omega (3, 6 6 9) no fueron diferentes a los grupos control, podemos decir que esta
hiperglicemia ligera no puso en compromiso el crecimiento de los animales.
Respecto al metabolismo de lipidos, no hay cambios significativos en la concentracion de
colesterol, sin embargo, la concentracion de triglicéridos en el grupo diabético sin
suplementos de acidos grasos omega, se ve alterada aumentando significativamente. Al
parecer, las alteraciones en triglicéridos podrian ser un buen indicador de las etapas
iniciales del desarrollo de la diabetes.
Las curvas de tolerancia a la glucosa demostraron que a pesar de la hiperglicemia ligera,
si hay una pérdida en el control de la glicemia en los grupos diabéticos, durante el tiempo
experimental. Asimismo, este trabajo demuestra que en el grupo control suplementado
con acido graso omega 3, después de 4 meses de su administraciéon comienza a perder el
control sobre la glicemia, siendo asi que a los 6 meses hay un descontrol similar al de los
grupos diabéticos. El suplemento de 4cidos grasos omega 3 a sujetos normoglicémicos a
largo plazo, parece generar un modelo de diabetes por resistencia a la insulina. Por la
informacion obtenida en esta tesis, mas trabajo previo en el laboratorio, creemos que el
mecanismo de generacion de dicha resistencia estd asociado a una mayor sintesis de
insulina inducida por los 4cidos grasos omega 3.
La concentracion de insulina fue diferente entre los grupos control y los diabéticos, pero
cabe resaltar que entre los grupos diabéticos suplementados con los diferentes acidos
grasos omega (3, 6 6 9) hay diferencias marcadas que sugieren que la concentracion de

insulina se ve afectada a lo largo del tiempo experimental, siendo que a los 6 meses los
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K/

grupos STZ suplementados tienen una menor concentracion de insulina con respecto al
grupo STZ no suplementado.

La composicion de acidos grasos de los fantasmas de eritrocitos se modificé durante la
suplementacion de los acidos grasos omega (3, 6 6 9). El uso del cociente de I/S como
indicador de fluidez membranal demostr6 claramente que hay cambios importantes en
todos los grupos haciendo mas fluidas o rigidas a las membranas a lo largo del tiempo
experimental, lo cual es dependiente de la edad y del suplemento de 4cido graso omega
(3,6 69) que se utilice.

El DPiP fue el tnico monitor de fluidez que detectd las transiciones de fase en los
fantasmas de eritrocitos, muy probablemente por su localizacién preferencial en las
membranas. Sin embargo, el uso de DPH y TMA-DPH nos proporcion6 informacion para
tener un campo mas amplio acerca del estudio de las membranas y los cambios en la

fluidez de las mismas.
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13. ANEXO

Anexo 1. PRUEBA DE INSULINA POR ELISA
ALPCO IMMUNOASSAYS Insulin (Rat) Ultrasensitive EIA (Catalog Number 80-INSRTU-
EO01 1x96 Wells)

Material incluido

Reactivos Contenido Cantidad Preparacion
Placa recubierta contra 1 microplaca 12 x 8 celdas 6 96 Listo para usar
insulina pOZos
Estandar (Zero 0) 1 vial S5ml Listo para usar
Estandar insulina (0.02, 7 viales Iml /vial Listo para usar
0.05,0.15,04,1,3,5.5
ng/ml)
Controles de insulina de 2 viales 0.6 ml/vial Mira abajo
mamifero
Concentrado de enzima 1 vial 0.9 ml Mira abajo
conjugada (11x)
Amortiguador de enzima 1 botella 9 ml Mira abajo
conjugada
Amortiguador de lavado 1 botella 40 ml Mira abajo
concentrado (21x)
Sustrato 1 botella 12 ml Listo para usar
Soluciéon STOP 1 botella 12 ml Listo para usar

Material requerido pero no incluido

e Micropipetas de 5 pl y 25 pl
e Micropipeta repetidora

e Contenedor volumétrico

e Pipetas graduadas

e Agua bidestilada

e Piseta

Preparacion de reactivos

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de prepararse y para su uso.

Enzima conjugada concentrado (11x) se diluye con 10 partes del amortiguador de enzima conjugada. Por
ejemplo: si se va a utilizar una placa completa (96 pozos) se diluyen 0.9 ml de enzima conjugada
concentrada en 9 ml de amortiguador de enzima conjugada.

Controles de insulina de mamifero (bajo y alto) vienen liofilizados. Diluir cada control con 0.6 ml de agua
destilada. Cerrar el vial con el tapon de goma, agitar y dejar reposar 30 minutos antes de su uso. El
contenido debe estar en solucion sin particulas visibles. El control resuspendido es estable por 7 dias
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almacenado en refrigeracion (2-8 °C). Si se va a almacenar por largo tiempo se deben hacer alicuotas y

almacenar a < -20 °C es estable por 6 meses (evitar ciclos de congelacion y descongelacion). El rango de

concentracion de los controles se proporciona en el certificado de analisis que viene en cada kit.

Amortiguador de lavado concentrado (21x) diluirlo en 20 partes de agua destilada. Por ejemplo: diluir 20
ml de amortiguador de lavado concentrado en 400 ml de agua destilada. Esta dilucion es estable por 30
dias a temperatura ambiente (18-25 °C).

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Tener todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso. Agitar en el vortex brevemente antes de

usar. Se debe incluir una curva estandar en cada microplaca. Todos los controles, estandares y muestras se

deben procesarse por duplicado.

1.

W N

Pipetear 5 6 25 pl de cada estandar, control reconstituido o muestra en su respectivo pozo.

5 pl muestra — usar estandares 0.15, 0.4, 1.0, 3.0 y 5.5 ng/ml

25 ul muestra — usar estandares 0.02, 0.05, 0.15, 0.4 y 1.0 ng/ml

Adicionar 75 pl de la enzima conjugada concentrada en cada pozo

Incubar durante 2 horas en movimiento entre 700-900 rpm a temperatura ambiente

Lavar 6 veces la placa con el amortiguador de lavado ya diluido, secar perfectamente con papel
filtro antes del siguiente paso.

Adicionar 100 pl del sustrato en cada pozo.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente a 700-900 rpm

Adicionar 100 pl de la solucion STOP en cada pozo. Mezclar bien para detener la reaccion.
Remover las burbujas antes de la lectura. La intensidad del color amarillo es proporcional a la
concentracion de insulina en cada pozo.

Leer la Abs a 450 nm con una emision de 620-650 nm. No debe analizarse 30 min después de la
adicion de la solucion STOP.
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Anexo 2. Analisis del contenido de los suplementos de acidos grasos omega 3, 6 y 9 por

cromatografia de gases

FLAX SEED oil GNC (®-3)

Acido graso Contenido (%)

Palmitico 4.6
Estearico 2.4
Oleico 15.4
Linoleico 14.5
Linolénico 63.2

EVENING PRIMOROSE oil (0-6)

Acido graso  Contenido (%)

Palmitico 6.0
Estearico 0.9
Oleico 5.0
Linoleico 73.5
Gama-linoleico 13.7
Linolénico 0.9

ACEITE DE AGUACATE (0-9)

Acido graso Contenido (%)

Palmitico 5.6
Estearico 1.5
Oleico 73.4
Linoleico 19.2
Linolénico 0.4
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Anexo 3. Analisis del contenido del alimento (Nutricubos) por cromatografia de gases

Acido graso Contenido (%)

Miristico 2.2 +0.5
Palmitico 18.4 +2.1
Palmitoleico 3.7 +0.5
Estearico 4.3 +0.3
Oleico 23.6 +0.9
Linoleico 39.4 +1.9
y-Linoleico 3.3 +0.1
Linolénico 0.4 +0.1
Araquidico 0.1 +0.1
Araquiddnico 0.2 +0.2
EPA 2.1 +0.7
DHA 1.6 +0.5

NI 0.7 +0.2
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Anexo 4. CROMATOGRAFIA DE GASES PARA METIL ESTERES ESTANDAR

Miristico PM= 242.4 g/mol

pg nmoles uV.S
0.031  0.12 23789 + 497
0.062  0.25 43206 + 2662
0.125  0.51 80097 + 2363
025 1.03 155662 =+ 3412
0.5  2.06 294004 + 9577
1 412 534116 + 17855

Miristoleico PM= 240 g/mol

pg nmoles V.S
0.031 0.13 21437 £ 1965
0.062 0.25 44828 +1752
0.125 0.52 87001 + 2811

0.25 1.04 150272 + 2185

0.5 2.08 295529 + 5390

1 4.16 549314 + 5414

Palmitico PM= 270.5 g/mol

pg nmoles V.S
0.031 0.11 19292 + 814
0.062 0.22 32807 + 8058
0.125 0.46 75609 + 3509
0.25 092 150273 + 2706
0.5 1.84 295016 + 3310
1 3.69 550092 + 34420
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Palmitoleico PM= 268.5 g/mol

pg nmoles uV.S
0.031  0.11 27556 + 288
0.062 0.23 52148 £1532
0.125 0.46 83778 £3037
025 093 160805 + 2001
0.5 1.86 294963 + 4008
1 3.72 545871 + 2364

Estearico PM= 298 g/mol

pg nmoles V.S
0.031 0.10 18979 + 1255
0.062  0.20 37353 £ 85
0.125 0.4l 76946 + 2977

025 0.83 139516 + 7328

0.5 1.67 297737 + 21904

1 3.35 573184 +£25144

Oleico PM= 296 g/mol

pg nmoles uV.S
0.031  0.10 26493 + 780
0.062  0.20 49047 £ 2239
0.125 042 96032 + 1836
0.25 0.84 166914 + 3568
0.5 1.68 282509 + 9077
1 3.38 528656 + 19003

——
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Linoleico PM= 294.5 g/mol 600000+ A
ug nmoles V.S
0.031 0.10 29809 + 1254 ) 400000 ,
0.062 021 51776+ 1824 2 ¥
0.125 042 97551 +4140
025 0.84 183003 + 7534 200000 -
0.5  1.69 334421 + 12944 o
1 339 628264 % 17764 0 oo
0 1 2 3 4 5
nmoles
Araquidico PM= 324 g/mol
600000+
pg nmoles V.S
0.031 0.09 15976 % 1309 P
0.062 0.19 32568 + 2426 ¢ 400000
0.125 038 62871 + 1699 2
0.25 0.77 130831 + 3685 Pe
0.5  1.54 236835+ 11246 200000+ -
1 3.08 462529 + 12198
0 +F————————
0 1 2 3 4 5
nmoles
EPA PM=316.48 g/mol 600000+ I
pg nmoles pV.S
0.031  0.09 22342 + 625 ) 400000+
0.062  0.19 43937 +2162 > .
0.125 039 85249+ 1337 /
0.25  0.77 155450 + 4865 200000+
0.5 157 307262+ 14575
1 3.15 599530 + 15690
0 ]
0 1 2 3 4 5
nmoles
( ]
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DHA PM= 342.5 g/mol

pug nmoles V.S
0.031 0.09 15557 + 1052
0.062 0.18 28532 + 44696
0.125 0.36 60000 + 1382

025 0.72 116726 + 11456

0.5 1.45 217828 + 14706

1 291 469553 + 38411

Docosanoico PM= 354.6 g/mol

ug nmoles V.S
0.031 0.08 19130 =+ 1009
0.062 0.17 37863 £ 2171
0.125 0.35 75314 + 6651

025 0.70 127430+ 7120

0.5 1.41 240314 + 16091

1 2.82 480967 + 8884
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