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Abreviaturas

AGPIs: Acidos grasos poliinsaturados.

ADA: Asociacion Americana de Diabetes (por sus siglas en inglés)

DM1: Diabetes Mellitus tipo 1.

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.

Control @3-0: Grupo control, sin suplemento de acidos grasos omega 3

Control @3-1: Grupo control suplementado con acidos grasos omega 3 durante 1 dia a
la semana.

Control @3-3: Grupo control suplementado con &cidos grasos omega 3 durante 3 dias a
la semana.

Control @3-7: Grupo control suplementado con &cidos grasos omega 3 durante 7 dias a
la semana.

CTG: Curva de tolerancia a la glucosa

HDL: Lipoproteina de alta densidad (por sus siglas en inglés)

I/S: Cociente de acidos grasos insaturados (I) sobre saturados (S)

LDL: Lipoproteina de baja densidad (por sus siglas en inglés)

STZ: Estreptozotocina.

STZ »3-0: Grupo diabético sin suplemento de acidos grasos omega 3.

STZ ®3-1: Grupo diabético suplementado con &cidos grasos omega 3 durante 1 dia a la
semana.

STZ »3-3: Grupo diabético suplementado con acidos grasos omega 3 durante 3 dia a la
semana.

STZ »3-7: Grupo diabético suplementado con acidos grasos omega 3 durante 7 dia a la
semana.

®-3: 4cidos grasos omega 3

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

NOM: Norma Oficial Mexicana
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1. Resumen

Dentro de los productos “milagro” utilizados en la industria farmacéutica y
alimentaria se encuentran los acidos grasos insaturados omega 3 (»3), a los cuales se
les han atribuido bondades desde el punto de vista terapéutico hasta el nutricional, y se
han usado como coadyuvantes para el tratamiento de diversas patologias de origen
metabdlico. Dentro de este grupo de enfermedades se encuentra la diabetes, que es un
padecimiento resultado de defectos en la secrecidn de insulina producido por numerosos
factores y engloba un conjunto de alteraciones metabdlicas caracterizadas por un estado
cronico de hiperglicemia y cambios en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es causada por mdultiples factores, como
resistencia a la accion de la insulina y/o una inadecuada respuesta compensatoria del
pancreas o la combinacion de estas dos situaciones. El principal tratamiento para el
control de la diabetes y sus complicaciones, han sido desde el siglo pasado, el uso de
hipoglicemiantes e insulina; sin embargo, estos tratamientos no permiten alcanzar en
todos los casos un adecuado control de la glicemia. Los ®3 han sido empleados en el
tratamiento de padecimientos de origen metabdlico pero se tiene poca evidencia de la
utilizacién de estos a mediano y largo plazo. Es por ello que el presente estudio pretende
analizar los cambios bioquimicos en sangre y la composicion de acidos grasos en las

membranas, derivados de la administracion de o3 en individuos sanos e hiperglicémicos.

Se indujo la diabetes en las ratas por medio de una inyeccion intraperitoneal de
estreptozotocina a los dos dias de edad (STZ) 125 mg/Kg en amortiguador de citratos a
pH de 4.5 al grupo STZ o diabético. Al grupo control se le inyectd Unicamente
amortiguador de citratos. Los »3 fueron suplementados a dosis de 125 mg/kg de peso,
via oral, iniciando el tratamiento a los 30 dias de edad. El esquema de dosificacién fue
de 1, 3 6 7 dias por semana, con una n promedio de 4 animales por tratamiento. Este
esquema se utilizé en ambos grupos (control y diabético).. La duracion de los tratamientos
fue de 1, 3 y 6 meses. Los parametros bioquimicos que se midieron fueron: glucosa
sanguinea semanalmente; colesterol y triglicéridos sanguineos mensualmente, asi como

las Curvas de tolerancia a la glucosa (CTG). Para investigar el efecto de los tratamientos



sobre membranas biologicas, la composicion de &cidos grasos de fantasmas de
eritrocitos se analizod por cromatografia de gases tanto en ratas normoglicémicas como

en diabéticas, ambas suplementadas con 3.

En este trabajo de investigacion se encontré que el suministro de 3 a las ratas
diabéticas, puede tener efectos positivos sobre varios de los parametros aqui medidos,
por ejemplo, disminuyé la glicemia, ayud6 a controlar el peso y la concentracion de
triglicéridos, y mejor6 la CTG. Sin embargo, en sujetos normales, dichos acidos grasos
pueden tener efectos no deseados, como tendencia al sobrepeso, aumento de
triglicéridos e intolerancia a la glucosa. La ingesta de los 3 influy6 en la composicién de
acidos grasos de las membranas de los eritrocitos y consecuentemente en el indice de

fluidez.



2. Introduccién.

En las dltimas décadas ha surgido un interés por el uso de productos “milagro”,
para el tratamiento de diversas patologias que afectan al humano; entre ellas las
enfermedades de origen metabdlico, las cuales son un grupo de padecimientos que se
caracterizan por un desorden en los procesos bioquimicos de las células y que tienen
diversas consecuencias en la salud de los pacientes. Dentro de este grupo de
enfermedades se encuentran la obesidad, el sindrome metabdlico, las dislipidemias y la
diabetes; enfermedades crénico-degenerativas que tienen un origen genético y/o
ambiental y una elevada tasa de incidencia y prevalencia. Estos padecimientos son
consecuencia del incremento en el consumo de carbohidratos y lipidos; factores de riesgo
para el desarrollo y/o progresion de las mismas y que sumado a la conducta sedentaria

repercuten en la salud (Romero, 2007).

Dentro de los productos milagro utilizados en la industria farmacéutica y
alimentaria se encuentran los acidos grasos insaturados omega 3, 6 y 9, a los cuales se
les han atribuido bondades desde el punto de vista terapéutico hasta el nutricio. Pero
hablar de los &cidos grasos poliinsaturados es abordar un mundo de mitos y realidades;
desde el punto de vista terapéutico, nutricio y hasta el magico, en el que se les ha
colocado. Se sabe desde 1929 que estas moléculas lipidicas son indispensables para el
buen funcionamiento de las células, ademas de su importancia en el estado fisicoquimico
de sus membranas. Hace no mas de una década se ha relacionado su consumo con el
bienestar y la salud, debido a las bondades que se le atribuyen, asi como a la regulacion
hormonal del pancreas vy tiroides, su efecto en la sintesis de insulina, ademas de sus
efectos en el bienestar de las membranas celulares (Romero-Marquez, 2011; y Hevia,
2016).

Las enfermedades metabdlicas o “epidemia del siglo XXI” son un grupo de
patologias asociadas a la nutricion, estilos de vida y condicion socio-econdmica v,

representan el principal problema de salud publica en México. Existen esfuerzos a



nivel nacional para promover estilos de vida saludables; sin embargo aiun no se han
logrado establecer estrategias idéneas que disminuyan este problema, porque ademas,
son afecciones consideradas como complejas al presentarse con multiples
sintomatologias, lo que las hace mas dificiles de tratar. Estas enfermedades se
caracterizan por un desorden en los procesos bioquimicos de las células y tienen diversas

consecuencias en la salud de los pacientes (Aznar, 2016).

Dentro de este grupo de enfermedades se encuentran la obesidad, el sindrome
metabdlico y la diabetes. Esta Ultima es un sindrome heterogéneo que incluye numerosas
entidades clinicas etiopatogénicamente distintas (ADA; 2012), de tipo crénico-
degenerativo con una elevada tasa de incidencia y prevalencia, que se caracteriza por el
incremento en la concentracion de la glucosa sanguinea. La historia natural de la diabetes
es compleja, involucra factores tanto genéticos como ambientales (dietas hipercaloricas,
la obesidad, el sedentarismo, la edad y bajo peso al nacer), sin embargo; existen tres
alteraciones constantes en el desarrollo y progresion de este padecimiento: resistencia a
la accidn de la insulina en los tejidos periféricos (musculo, tejido adiposo y especialmente
higado); secrecion alterada de la insulina en respuesta al estimulo de glucosa y aumento
en la produccién de glucosa hepética (FID, 2015). La resistencia periférica a la insulina
se presenta como una fase preclinica (en estadio de tolerancia alterada a la glucosa),
ademas de un incremento moderado de la concentracion de glucosa en sangre y altas

concentraciones de colesterol y triglicéridos (Bell et al., 2008; DGE, 2008).

De acuerdo a estudios poblacionales realizados por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) cerca de 1,5 millones de muertes se atribuyen directamente a la diabetes
cada afio, lo grave es que entre el 40 y 50% de la poblacion diabética no sabe que la
padece (Aguilar et al., 2002, 2005). México ocupa el primer lugar por prevalencia de DM
2 en América Latina y el décimo lugar en el mundo y, se estima que para el 2030 tenga
el séptimo puesto (DGE, 2008 y ENAPCSOD, 2013). La diabetes es un fendmeno
creciente y la dinamica de incidencia y prevalencia en México ha cambiado de una
enfermedad poco frecuente en los afios 50's para convertirse en el principal problema de
salud a partir del afio 2000 (ADA, 2011, Aguilar et al., 1999, 2002, 2005, 2006). De



acuerdo a la Federacion Mexicana de Diabetes el numero estimado de personas con la
enfermedad en el 2012 se encontraba entre los 6.5 y los 10 millones, es decir el 10.7%
de la poblacion de entre 20 y 69 afios y de todos ellos, 2 millones de personas no habian
sido diagnosticadas debido a que en etapas tempranas es una afeccion asintomatica.
Para el 2016 esta cifra se incrementd al 14%, y se cree que entre el 30 y 55% de las
personas desconocen que padecen la enfermedad, con lo que la progresion y dafio de la
misma, con graves consecuencias, incrementa el numero de individuos que a corto o
mediano plazo entrara al grupo de las personas con alguna discapacidad. El aumento del
namero de casos, el elevado porcentaje de pacientes que desarrollan complicaciones
tardias y el costo del tratamiento, hacen insuficientes los esfuerzos para controlarla. De
acuerdo a un estudio elaborado por el Instituto Mexicano de Seguro Social (IMSS), la
diabetes es la principal causa de muerte en las mujeres y la segunda en los hombres,
con un indice del 12% (Forbes, 2015).

La elevada tasa de prevalencia e incidencia de alteraciones del metabolismo que
preceden a la enfermedad (resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y sindrome
metabdlico); asi como el envejecimiento de la poblacién, predice que el nUmero de casos
aumentara en las siguientes décadas (Aguilar et al; 2002, 2005). La Secretaria de Salud
reporta que en las dos ultimas décadas la poblacion de pacientes obesos y diabéticos
aumentd siete veces con un estimado de 4.5 millones. La diabetes es un fenédmeno
taxativo en la calidad de vida del paciente, ademas de ser la causa mas frecuente de
ceguera, amputaciones no traumaticas, uremia e incapacidad prematura (Secretaria de
Salud, 2007).

2.1 Generalidades de la diabetes mellitus (DM)

La diabetes es un padecimiento producido por numerosos factores genéticos y
ambientales que frecuentemente actian juntos, y engloba un conjunto de alteraciones
metabdlicas caracterizadas por un estado crénico de hiperglicemia y cambios en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, como resultado de defectos en la

secrecion de la insulina, una resistencia a la accion de la misma o ambas. Este sindrome



es de curso cronico-degenerativo, multisistémico y presenta una elevada tasa de

prevalencia e incidencia (Maureen et al., 2003; Bennett, 2003).

La insulina y el glucagon son las hormonas que regulan de manera directa la
glicemia. Para que la glucosa difunda al interior de las células requiere de la accion de la
insulina sobre sus receptores en la superficie de las células blanco. Esta hormona
participa en un gran numero de procesos metabdlicos, como la regulacion de
intermediarios del metabolismo, control del transporte de iones a través de la membrana
celular, la sintesis de proteinas, la trascripcion de genes y la proliferacion celular. Sin
embargo, su principal papel es el de regular el metabolismo de la glucosa y de los lipidos,
incrementar la captura de glucosa en musculo y tejido adiposo e inhibir la produccién de
glucosa hepatica. En el hepatocito la insulina disminuye la expresion de algunos genes
clave que codifican para las enzimas responsables de la gluconeogénesis. Existen
numerosos factores que pueden conducir al desarrollo de resistencia a insulina al

interferir con los mecanismos de accion de esta hormona (Voet y Voet, 2008).

2.2 Tipos de diabetes mellitus (DM)

Alo largo de la historia la diabetes se ha clasificado en cuatro categorias: diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) producida por un dafio de tipo auto inmune a las células beta del
pancreas lo que ocasiona una deficiencia absoluta en la sintesis de insulina; DM2
causada por multiples factores, como resistencia a la accién de la insulina y/o una
inadecuada respuesta compensatoria del pancreas o la combinacion de estas dos
situaciones; diabetes mellitus gestacional (DMG), que se presenta durante el embarazo
por alteracion del metabolismo intermedio de la madre derivado de la accién de las
hormonas de origen placentario, diabetes mellitus idiopética (transitoria), asociada a
episodios de estrés. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el mundo
hay mas de 250 millones de personas con diabetes, de las cuales el 90% de los pacientes
son diagnosticados como tipo 2 y es probable que esta cifra aumente a mas del doble en
2030 (Bennett, 2003; Beck-Nielsen, 2003; Islas, 2003; Castro, 2008).



2.3 diabetes mellitus tipo 2

La DM 2 es una de las enfermedades con mayor indice de prevalencia debido a
gue si bien los pacientes presentan complicaciones derivadas de la enfermedad con un
tratamiento oportuno tienen una mejor y mayor tasa de sobre vida, o que hace que con
la elevada tasa de incidencia el nimero de casos de esta patologia incremente aln mas.
Por otro lado una de las principales complicaciones en la prevencion y control de este
padecimiento que es una enfermedad insidiosa y frecuentemente es diagnosticada varios
afos después de su inicio (5 a 12 afios), debido que en las primeras etapas es casi
asintomatica (Pratley, 2003). En los primeros estadios de la enfermedad la hiperglicemia
en combinacion con diversos factores predisponentes (mala alimentacion, inactividad
fisica, alcohol, cigarrillo, obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, hipertension
arterial), promueven el inicio y progresion de complicaciones micro y macro vasculares.
Se ha observado que al momento del diagnéstico la enfermedad cardiovascular y la
neuropatia se encuentran en aproximadamente el 10% de los casos y la retinopatia y
nefropatia entre el 15% y 20% (Fernandez, 2006).

La historia natural de la diabetes es compleja, involucra factores tanto genéticos
como ambientales (dietas hipercaléricas, la obesidad, el sedentarismo, la edad y bajo
peso al nacer). Sin embargo existen tres alteraciones constantes en el desarrollo y
progresion de este padecimiento: resistencia a la accién de la insulina en los tejidos
periféricos (muasculo, tejido adiposo y especialmente higado); secrecién alterada de la
insulina en respuesta al estimulo de glucosa y aumento en la produccion de glucosa
hepatica (Lillioja, 1998). La resistencia periférica a la insulina se presenta como una fase
preclinica (en estadio de tolerancia alterada a la glucosa), ademas de una elevacion
moderada de la concentracién de glucosa en sangre y elevadas concentraciones de
colesterol y triglicéridos (Saad, 1991; Pratley, 2003).



2.4 Diagnostico de diabetes

Los criterios para la valoracion y el diagndstico de la diabetes establecidos tanto
por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) y la OMS son:
a) la presencia de sintomas clasicos (polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de peso), con
el hallazgo casual, sin considerar el tiempo pasado desde la ultima comida, de una
concentracion de glucosa en sangre (glicemia) por arriba de 200 mg/dL (11.1 mmol/L); b)
glicemia en ayuno superior a 126 mg/dl (7 mmol/L) y c) concentraciones de glucosa por
encima de 200 mg/dL (11.1 mmol/L) en un analisis de 2 h posterior a una sobrecarga oral
de glucosa de 75 g (prueba realizado segun los criterios de la OMS). El hallazgo aislado
de cualquiera de estos criterios no es suficiente para establecer el diagnostico (ADA,
2005, 2011). Otros parametros que concuerdan con alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos durante el desarrollo de la diabetes son: concentraciones sanguineas
alteradas de colesterol, triglicéridos y hemoglobina glicosilada (Islas, 2003).

Los principales tratamientos para el control de la diabetes y sus complicaciones,
han sido desde el siglo pasado, el uso de hipoglicemiantes e insulina, sin embargo; estos
tratamientos no permiten alcanzar en todos los casos un adecuado control de la glicemia
(Montanya et al., 2007), por lo que en el presente siglo este sindrome se ha convertido
en un problema de salud publica y pese a los avances en el conocimiento de su
fisiopatologia y tratamiento, los esfuerzos por disminuir la tasa de incidencia y prevalencia
de este padecimiento han dado pocos resultados debido al inadecuado manejo del
tratamiento y control glicémico por parte de los pacientes. Se calcula que s6lo un 30% de
los pacientes diabéticos presentan una disminucién en el progreso de la enfermedad (ya
gue el tratamiento implica un cambio radical en el estilo de vida) por lo que es necesario
explorar nuevas alternativas que ayuden a controlar la glicemia y prevenir el desarrollo
de patologias secundaria que disminuyan la calidad y tiempo de vida de estos pacientes.
En la actualidad existe diferentes lineas de investigacién explorando nuevas alternativas
en el tratamiento de este padecimiento, entre ellas encontramos el uso de nuevos
farmacos y las técnicas quirdrgicas destinados a favorecer la sintesis y liberacion de

insulina.



La necesidad de los pacientes por acceder a una mejor calidad de vida los ha
llevado a experimentar con el uso de la medicina alternativa en la que se incluye los
alimentos funcionales y los suplementos y/o complementos alimentarios, que van desde
el uso de vitaminas, aminoacidos hasta moléculas lipidicas como los acidos grasos

poliinsaturados (Hevian, 2016).

Estudios epidemioldgicos y nutricionales indican que el consumo de acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs) (»3) de cadena larga, producen cambios asociados a efectos
benéficos para la salud (Carrero et al., 2005). Se ha observado que la suplementacion de
los 3 en la dieta a ratas diabéticas mejora los parametros fisioldgicos, que se ven
afectados en el desarrollo y progresion de las enfermedades metabdlicas, como son: la
concentracion de glucosa sanguinea, la presion arterial y las dislipidemias (aumento de
triglicéridos y colesterol) (Orozco-Tapia 2008; Pérez Herndndez, 2008, 2011), pero a la
fecha se desconoce su mecanismo de accion. Asimismo, se ha observado que durante
el desarrollo y la progresion de la diabetes y la hipertension el uso de los ®3 genera
cambios importantes en la fluidez de las membranas celulares, tales como los fantasmas
de eritrocitos, microsomas de higado y rifion (Pérez Herndndez et al., 2010), lo que

pudiera explicar el efecto benéfico asociado.



2.5 Justificacién

Los ®3 han sido empleados en las ultimas décadas no sélo como suplementos
alimentarios; sino también como farmacos en el tratamiento de padecimientos de origen
metabdlico como son: la diabetes mellitus tipo 2, la hiperlipidemia, el sindrome
metabalico, la hipertension entre otras. Sin embargo, se tiene poca evidencia de cuéles
son los resultados de su a mediano y largo plazo, sus mecanismos de accion, la
farmacocinética y los efectos que tienen tanto en la funcion celular como en la salud de
los individuos. Es por ello que el presente estudio pretende dilucidar los cambios
bioquimicos en sangre y la composicién de acidos grasos en las membranas derivados

de la administracion de estos acidos grasos en individuos sanos e hiperglicémicos.

2.6 Hipotesis

La administracion de »3 en diferentes esquemas de dosificaciéon (0, 1, 3 6 7
dias/semana), modificara la glicemia, colesterol, triglicéridos, CTG y la composicién de
acidos grasos de eritrocitos de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y ratas normoglicémicas

(controles).

3. Objetivo general

Evaluar el comportamiento de parametros bioquimicos en sangre y en fantasmas de
eritrocitos, por efecto de distintos esquemas de administracion de acidos grasos w-3 en

ratas inducidas a DM2 con STZ.
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3.1 Objetivos particulares

v

Estudiar el efecto de los diferentes tratamientos de w3 sobre la glicemia de ratas

diabéticas y controles.

Cuantificar si en este modelo de diabetes, se altera la concentracién de colesterol,

con y sin suplemento de los w3.

Observar el efecto de los w3 sobre la concentracion de triglicéridos sanguineos,

en ratas inducidas a DM2.

Determinar el grado de avance de la diabetes mediante Curvas de Tolerancia a

la glucosa.

Analiza la composicion de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de ratas con
DM2.

Examinar la correlacion existente entre los diferentes parametros.
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4. Material y métodos

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%.

4.1 Animales de experimentacion.

Se utilizaron 10 ratas Wistar, hembra, de 4 meses de edad, con un peso promedio
de 250 g, albergadas en el bioterio de la FES lztacala, en forma individual en jaulas de
polisulfonato con sistema de microaislamiento, con alimento (Labdiet 5012 Pet-Food®©) y

agua ad libitum y fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad a 22 °C.

Se realiz6 frotis vaginal a los animales para diagnosticar el estro, aquellas que
resultaron positivos cohabitaron con machos sanos de la misma estirpe toda la noche
para su apareo. Durante la mafiana se realiz6 diagndstico de apareo mediante frotis
vaginal. La hembras positivas a apareo se albergaron de forma individual, a los 12 dias
post-coito se confirmd la gestacion mediante palpacién abdominal (gravidez de los
cuernos uterinos), aquellas que no fueron positivas a gestacién fueron puestas
nuevamente con el macho. Las hembras positivas a gestacion fueron mantenidas en
forma individual y monitoreadas hasta el parto, momento en el cual se seleccionaron los
machos formando pares por camada para obtener un animal control y un tratado de la
misma madre. Las hembras fueron eliminadas de las camadas. Los animales de cada
grupo fueron elegidos en un sistema completamente aleatorizado para formar dos grupos

de 45 individuos cada uno.
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4.2 Induccién de diabetes tipo 2 a ratas Wistar macho

Entre las 48 a 72 h de edad, se indujo a DM 2 a uno de los grupos (45 animales)
mediante la administracion de 125 mg de STZ/kg de peso corporal en 50 uL de
amortiguador de citratos a pH de 4.5, via intraperitoneal (grupo STZ), al otro grupo de 45
animales se le administré 50 yL de amortiguador (Control). Los animales se mantuvieron
con la madre hasta el destete (cuatro semanas de edad) y posteriormente se albergaron

en grupos de 4 animales, en cajas de polisulfonato.

Criterios de inclusioén: para el grupo STZ, animales con glicemias mayores a 120

mg/dL; y para el grupo control, menores a 110 mg/dL.
4.3 Tratamiento: con @3.

Los acidos 3 fueron suplementados a dosis de 125 mg/kg de peso, via oral,
iniciando el tratamiento a los 30 dias de edad. El esquema que se utiliz6 fue 1, 3y 7 dias

por semana, con una n de 4 animales por tratamiento. Este esquema se utilizé6 en ambos

grupos (Control y STZ). La duracion de los tratamientos fue de 2 y 5 meses.

Ratas Wistar-Macho

Grupo Control Grupo STZ

Con ®3
(125 mg/kg)

Con @3
(125 mg/kg)

dias/semana dias/semana

Figura 1. Disefio experimental: Factorial con bloques, completamente aleatorizado:
Factorial: 2(Grupos: control vs STZ) X 4(Tratamientos [w3/dias/semana]: 0 vs 1 vs 3 vs
7) X 3(Tiempos [meses]: 1 vs 3 vs 6).
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Tratamiento Grupo Control Grupo STZ

w2 125 mg/kg Edad (meses) Edad (meses)

(dias/semana) 1 3 5 1 3 5
0 CNO-1 CNO-3 CNO-5 STZ0-1 STZ0-3 STZ0-5
1 CNo3(1,1) CNo3(1,3) CNo3(1,5) STZ®3(1,1) STZ®3(1,3) STZ®3(1,5)
3 CNe3(3,1) CN@3(3,.3) CN@3(3,9) STZm3(3,1) STZm3(3,3) STZm3(3,3)
7 CNe3(7,1) CN@3(7.3) CNe3(7,5) STZw3(7,1) STZw3(7.3) STZw3(7.3)

Tabla 1. Esquema del disefio experimental de ratas wistar-macho inducidas a diabetes

tipo 2 (STZ [125 mg/kg]) y su grupo control, tratadas con (w3 [125 mg/kg]) en tres
distintos esquemas (1, 3 6 7 [dias/semana]).

4.4 Determinaciéon de pardmetros fisiolégicos.

La glucosa, el colesterol y los triglicéridos fueron cuantificados con un equipo
Accutrend® de Roche. La curva de tolerancia a la glucosa se realizé mediante la
administracion oral (con sonda esoféagica) de 3 g de dextrosa/kg de peso en 3 mL de
agua; previa medicién de la concentracion basal de glucosa sanguinea. Posterior a la
administracion de la dextrosa, se realizaron mediciones de las concentraciones de
glucosa sanguinea, cada 30 min, hasta 240 min. Las mediciones de peso y glucosa, se
realizaron semanalmente y la CTG, colesterol y triglicéridos una vez al mes. Para la

realizacion de las pruebas se mantuvo a los animales en ayuno durante 8 h.

4.5 Obtencion de las muestras de sangre.

Concluido el periodo experimental los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sodico (40 mg/Kg de peso), por via intraperitoneal. Para la obtencion de las
muestras de sangre se realizd puncién cardiaca, y las muestras se colectaron en tubos
Vacutainer® de 5 mL con y sin EDTA. Los tubos se agitaron suavemente para evitar la

formacion de coagulos.
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4.6 Lineamientos de Bioética.

Para la realizacion de este estudio se siguieron las recomendaciones de la Norma
Oficial Mexicana (NOM 062-Z0O0-1999). Al término del mismo se realiz6 eutanasia los
animales con sobredosis de pentobarbital sédico como lo recomienda la AVMA
Guidelines on Euthanasia (2007).

4.7 Obtencion de fantasmas de eritrocitos (Quinn et al, 2005).

1. La sangre fue transferida a tubos Falcon de 50 mL a los que se le adicionaron 20
mL de solucion isoténica de fosfatos, y se centrifugd a 1500 g durante 10 min. en

una centrifuga marca Sorvall ST 16R de Thermo Scientific con rotor F15-6x100.

2. Obtencién del paquete celular: Después de la centrifugacion se decantd el
sobrenadante para obtener la pastilla. Se adicionaron 30 mL de solucion
hipoténica de fosfatos 5 mM y se centrifugd a 11500 g durante 10 min. El
procedimiento se repitid el nimero de veces que fue necesario hasta que el

sobrenadante fue transparente e incoloro.

3. Se obtuvo la pastilla (fantasmas de eritrocitos) y se resuspendié en amortiguador
de fosfatos. Las muestras se almacenaron en tubos Eppendorf a una temperatura
de 4 °C para posteriormente utilizarse.

4.8 Transesterificacion de 4cidos grasos

Se llevé a cabo por el método de Morrison y Smith (1964). Los fantasmas de
eritrocitos obtenidos fueron resuspendidos en 1 mL de trifloruro de boro (BFs3) al 14% en
metanol, se colocaron 300 pL de muestra en viales de 4 mL, se evaporaron los solventes
con nitrégeno gaseoso. Se colocaron los viales en bafio maria a ebullicion, y se dejaron
hervir durante 30 min. Al cabo de este tiempo se atemperaron y se agregaron 500 uL de

hexano HPLC y 500 pL de agua bidestilada, se agité fuertemente y se colecto la fraccion
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hexanica, la cual contiene los metil ésteres. Finalmente la muestra fue evaporada con

nitrégeno gaseoso y se almaceno protegida de la luz a -20°C.

4.9 Andlisis por cromatografia de gases.

Los metil ésteres de &cidos grasos fueron resuspendidos en 40 pL de hexano. Se
inyectaron 3 pL en el cromatoégrafo de gases Clarus 500 (Perkin Elmer), que cuenta con
un detector de ionizacion de flama (FID), una columna capilar omegawax (Supelco) con
una longitud de 30 min. y un didmetro interno de 0.25 mm y un grosor de 0.25 mmy fue
controlado por computadora. La flama se mantuvo encendida con una mezcla de
hidrogeno y aire. Se utilizd6 como gas de arrastre nitrogeno de alta pureza, con un flujo de
14 mL/min. El programa utilizado esta disefiado de la siguiente manera: Inicio a 180 °C/5
min, con una rampa de 5 °C/min hasta los 240 °C, este esquema se mantuvo por 18 min,
para un tiempo total de 35 min. La identidad de los &acidos grasos se obtuvo por
comparacion de los tiempos de retencion del metil éster estandar. Para obtener las
porciones molares porcentuales se hizo una integracion del area bajo la curva de cada

uno de los picos detectados.

4.10 Analisis estadistico.

Se realizd el andlisis de las medidas de tendencia central: promedio (X) y desviacion
estandar (o) de los datos obtenidos para ver su distribucion. Asi mismo se realizé prueba
de Kolmogorov —Smirnov para probar normalidad de los datos. Los datos fueron
analizados mediante andlisis de varianza multivariado (MANOVA) con prueba de Tukey
con un intervalo de confianza de 0.95 (p < 0.05). Los valores de colesterol y triglicéridos
se analizaron mediante la determinante de Cramer. Se realizé correlacion de las variables
de estudio concentracién de glucosa, triglicérido y colesterol en sangre y composicion de
acidos grasos en fantasmas de eritrocitos. Los resultados se presentaron como graficos
o tablas. Las pruebas estadisticas se corrieron el programa SigmaPlot-Scientific Data

Analysis and Graphing version 13 (2017).
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5. Resultados

5.1 Efecto de los 4cidos @3 sobre el peso de ratas normoglicémicas y DM2.

En la figura 2 se muestran las curvas de crecimiento de todos los grupos con los
que se trabajé en esta tesis. Del lado izquierdo se observa el peso de los grupos
normoglicémicos (control) con los diferentes esquemas de suplementacion de los ®3 (O,
1, 367 dias /semana) y del lado derecho se presenta el peso de los animales que fueron
inducidos a diabetes mediante la inyeccién intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) con
sus correspondientes esquemas de suplementacion »3 (0, 1, 3 6 7 dias/semana). En
general se puede observar que en las ratas control, a mayor frecuencia de administracion
de w3, mayor es su peso. Por ejemplo, a los 6 meses de edad las ratas sin
suplementacién de omega 3 (w3-0) pesaron 523 + 15 g, las de 1 dia a la semana (w3-1)
543 £ 23 g, las de 3 dias a la semana (w3-3) 597 + 45 g y las de 7 dias a la semana (w3-
7) 635+ 117. Si bien es cierto que no tienen diferencias estadisticas significativas debido
a la dispersion de los datos, se muestra una clara tendencia a aumentar de peso (3.8.
14.1y 21.4 %) de acuerdo al esquema de administracion de 3, lo cual podria significar

el preludio del desarrollo de la obesidad.

Por otro lado se puede observar en la misma figura 2, que en las ratas tratadas
con STZ no ocurre un fendbmeno distinto al observado con las ratas control. Los grupos
STZ (w3-0), STZ (w3-1) y STZ (w3-3) a los 6 meses de edad tienen un intervalo de peso
de 409 a 438 g, que se encuentra entre 85y 114 g por debajo de las ratas control sin ®3
o dicho de otra forma, alrededor del 20% menos. Las ratas STZ con ®3, 7 dias a la
semana (STZ w3-7), alos 6 meses de edad pesaron 507 + 17 g, casi igual que las ratas
control sin ®3. Lo anterior parece indicar que la administracion frecuente de »3 a ratas

DM2, tiene un efecto positivo sobre el peso.
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Figura 2. Curva de crecimiento de ratas Wistar normoglicémicas (Grupo Control) e inducidas a DM2 (Grupo STZ); ambos
grupos fueron tratados con ®3 (125 mg/kg) con diferentes esquemas de dosificacion (0, 1, 3 60 7 dias/semana) a partir de
un mes de edad. n=5a 1l mesy 6 meses; n=4de 2 a3 meses.

18



De acuerdo a lo que se esperaba, en la figura 2 se puede apreciar que en general,
las ratas inducidas a diabetes tienen un menor crecimiento. Para apreciar mejor este
efecto, en la figura 3a se compara la ganancia de peso de las ratas control o
normoglicémicas contra las inducidas a diabetes (sin suplemento de ®3). Se observa que
en los meses iniciales, cuando la progresion de la diabetes no es significativa y las ratas
aun son jovenes, el crecimiento en ambos grupos es similar. Sin embargo, a partir del
tercer mes de edad, los animales diabéticos ganan menos peso, fendmeno que se
observa hasta los 6 meses de edad. Es importante sefialar que a partir del tercer mes de
edad, los animales diabéticos pesan entre 10 y 20% menos que las ratas control (p <
0.05).

En la figura 3b, se comparan la ganancia de peso de ratas control y diabéticas
suplementadas con »3 por 1 dia a la semana (w3-1). Es claro que las ratas inducidas a
diabetes ganan menos peso que las ratas control en todas las edades, pero algo
interesante es el hecho de que la desviacion estandar de los datos de las ratas diabéticas
es mucho mayor que el control. Esto significa que la administracion de ®»3 con una
frecuencia de 1 dia a la semana, no ayuda a controlar el peso generado por la diabetes,
por lo que la diferencia estadistica sélo es observada en algunos tiempos del muestreo
(p <0.05).

En la figura 3c se comparan las curvas de crecimiento de ratas (control y STZ)
administradas por 3 dias a la semana con ®3 (03-3). Aunque el peso de las ratas
inducidas a diabetes con STZ es menor en todas las edades (p < 0.05), es interesante el
hecho de que la desviacién estandar de los datos disminuye en comparacién con las w3-
1 diabéticas y por otro lado, la desviacién estdndar de los datos de las ratas control con
el esquema de administracion de 3 dias a la semana de »3, aumento respecto a las ratas

control con la administracion de 1 dia a la semana.
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Figura 3. Comparacion de la velocidad de crecimiento de ratas control contra ratas diabéticas con los diferentes esquemas
de dosificacion de acidos grasos. a) Sin acidos grasos omega-3 (w3-0); b) acidos grasos omega-3 por 1 dia a la semana
(w3-1); c) acidos grasos omega-3 por 3 dias a la semana (w3-3); d) acidos grasos omega-3 por 7 dias a la semana (w3-
7).*p<0.05.n=6

20



En la figura 3d se muestra el resultado de administrar o3 por 7 dias a la semana
(03-7) a las ratas control y las diabéticas. Se muestra que al igual que en los casos
anteriores, el peso de las ratas inducidas a diabetes sigue siendo mas bajo que las ratas
control, sin embargo ahora es evidente que la desviacion estandar de los datos es mucho
mayor en las ratas control, mientras que la desviacion de las ratas inducidas a diabetes
es mas pequefia que en las ratas con menos dias de suplementacién de »3. Al parecer,
el suministro frecuente de w3 regularizo el peso de las ratas diabéticas pero provoco una

tendencia hacia la obesidad en las ratas control.

5.2 Glicemia antes de empezar los tratamientos con ®3

En la figura 4 se presenta la glicemia de las ratas, control e inducidas a diabetes, al mes
de edad, antes del comienzo del tratamiento con los ®3. Es importante sefialar que el
promedio de la concentracion de glucosa sanguinea de los animales del grupo control
fue de 103.6 = 11.3 mg/dL, 22% menor que en los animales inducidos a diabetes, que
tenian un valor de 126.6 + 21.2 mg/dL, con una diferencia estadisticamente significativa
p < 0.05).

180
140

120

1

100

8

20

Concentracion glucosa en sangre {mg/dL)

Control Inducido

Figura 4. Concentracion de glucosa en sangre de ratas Wistar inducidas a diabetes
tipo 2(STZ) y su control antes del tratamiento (1 mes de edad). n = 5 para Control y n=
4 para STZ p<0.05.
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5.3 Efecto de los @3 en la glicemia de ratas control y DM2.

En la figura 5 se puede observar que los animales del grupo control tienen
concentraciones de glucosa en sangre entre 73.3 y 103.6 mg/dL, sin una alteracion
aparente de este parametro a lo largo del estudio (5 meses de tratamiento). Sin embargo,
en el grupo de animales DM2 la glicemia oscila de 95.9 mg/dL en los primeros meses de
edad, hasta los 280 mg/dL en los ultimos meses del tratamiento. En las ratas inducidas a
diabetes (STZ w3-0, w3-1 y w3-3) la glicemia se mantiene en concentraciones cercanas
a las normales durante los primeros 3 meses de tratamiento y posteriormente empieza a
incrementar, indicando el desarrollo de la diabetes. También se puede observar en el
grupo STZ w3-7 que hay un menor incremento de la glicemia que en los otros dos grupos,
lo cual indica cierto efecto positivo por parte de los w3 en la regulacion de la glicemia. En
el grupo STZ w3-7 (con administracién de acidos grasos diariamente) es claro que la
glicemia no aumenté como en los otros grupos y se mantuvo en concentraciones
cercanas a las normales lo cual indica que se previno o controld el desarrollo de la
hiperglicemia con la administracion diaria de los w3 (p < 0.05). También se observé que
la desviacion estandar de los datos disminuy6 considerablemente, indicando un mejor

control de la glicemia en ese grupo.

En lafigura 5 se puede apreciar que en los grupos control, los diferentes esquemas
de administracién de w3 no tuvieron efectos sobre la glicemia de las ratas. Sin embargo
se debe aclarar dos cosas; primero, la escala no es la mas apropiada para evaluar si
hubo cambios en el grupo control y segundo, que el tiempo de ayuno para medir la
glicemia en estas ratas fue de al menos 8 horas. Normalmente, se emplean en tiempos
2 a 4 horas de ayuno antes de realizar las mediciones de glucosa sanguinea, sin embargo

en este trabajo decidimos prolongar dicho periodo de ayuno.
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Figura 5. Concentracion de glucosa en sangre de ratas Wistar normoglicémicas (grupos control) e inducidas a diabetes
(grupos STZ) y tratadas w3 (125 mg/kg) en diferentes esquemas de dosificacion (0, 1, 3 6 7 dias/semana).
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En la figura 6 se presenta una comparacion del efecto de cada uno de los
esquemas de dosificacion de ®3 en ratas control y diabéticas. En la figura 6a se compara
la glicemia de ratas control e inducidas a diabetes sin tratamiento de o3, en esta se
observa claramente que en los primeros meses de edad (hasta el tercer mes), la glicemia
en ambos grupos es similar. A partir del cuarto mes hay un aumento importante de la
glicemia de las ratas inducidas a diabetes con STZ, esta hiperglicemia se mantiene
alrededor de los 200 mg/dL, con grandes desviaciones estandar como se esperaba,
indicando las que presentan en estos animales cuando se tiene control de la glicemia,

similar a lo que sucede en los pacientes con DM2.

En la figura 6b se compara la glicemia de ratas, control e inducidas a diabetes, que
recibieron o3 por 1 dia a la semana. El perfil es similar al de las ratas que no recibieron
suplemento, aunque el desarrollo de la hiperglicemia es un poco mas paulatino y no tan
abrupto. Las desviaciones estandar del grupo STZ fueron ligeramente menores que en
las ratas sin 3. Los grupos que recibieron 3 por 3 dias a la semana (Figura 6c)
presentaron un perfil similar. Sin embargo, las ratas que recibieron w3 a diario (7 dias a
la semana) (Figura 6d), pese a que tienen glicemias ligeramente mayores que las ratas
control, no existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05). Al parecer, los ®3
administrados diariamente ayudaron a controlar la glicemia de las ratas inducidas a
diabetes con STZ.
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5.4 Efecto de los o3 en los triglicéridos de ratas control y DM2.

En la figura 7 se presenta el efecto de los diferentes esquemas de administracion
de 3 sobre la concentracion de triglicéridos sanguineos en ratas control y ratas
inducidas a diabetes (grupos STZ). Se puede observar en los grupos STZ que con el
desarrollo de la diabetes (grupo w3-0) hay una clara tendencia a incrementar la
concentracion de triglicéridos en sangre; sin embargo, la administracion de »3 a los
grupos inducidos a diabetes tiende a disminuir desde el esquema de 1 dia a la semana
(w3-1) y hasta la aplicacion diaria, 7 dias a la semana (w3-7). Sin embargo, en los grupos
control, se observa el efecto contrario, es decir que la administracion de 3 aumenta la
concentracion de triglicéridos sanguineos en los diferentes esquemas de administracion,

desde el de 1 dia a la semana hasta 7 dias a la semana.

26



400 -

Grupos Control Grupos STZ

—~ 350 :

— :

ﬁ -

I"l||,“I E

‘éﬂ 300 - :

— E

e :

oD 250 -

< : :

4 :

200 A L [

c ) i

] :

w H

© 150 - :

o : )

I-E E

2 100 - '

- H

= 50 - :

@3-0 w3-1 ®3-3 3-7 ®3-0 3-1 3-3 w3-7
G IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345

Edad (meses)
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Para un mejor analisis de los efectos encontrados de los ®3 sobre los grupos
control y diabéticos, en la Figura 8 se comparan dichos grupos bajo el mismo esquema
de dosificacion. En la figura 8a (sin suplemento) se muestra que la progresion de la
diabetes (grupos STZ) causa un incremento en los triglicéridos sanguineos, este mismo
efecto se puede observar si se analizan los datos respecto a la edad y se hacen aun
mayores en individuos diabéticos. Es interesante observar en la figura 8a que los
individuos diabéticos (circulos negros) la concentracién de triglicéridos esta por arriba de
los controles (circulos blancos) la Figura 8a estan por arriba de los blancos (control), sin
embargo conforme se aumenta la frecuencia de administracion de acidos grasos, la
dispersién de los datos es menor y la diferencia entre grupos también; por ejemplo con
un dia de administracion a la semana (Figura 8b), los datos se encuentran muy cercanos
unos a otros, lo que sugiere que los triglicéridos en diabéticos tiende a disminuir y en los
controles a aumentar. Cuando se suministran los o3 por 3 dias a la semana (Figura 8c),
los controles (circulos blancos) estan por arriba de los (STZ) y ese mismo patron se
observa con la administracion por 7 dias a la semana (Figura 8d). En resumen, a los
animales de los grupos tratados con STZ los »3 les ayudo a regular la concentracion de

triglicéridos en sangre, pero en los grupos control causé incremento.
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5.5 Efecto de los @3 en la concentracion del colesterol de ratas control y DM2.

En la Figura 9 se presenta la concentracion de colesterol en sangre en los animales
control e inducidos a diabetes (STZ). En este caso se observa que en ambos grupos,
tanto los normoglicémicos como los inducidos a diabetes (STZ), la concentracién de
colesterol se mantiene en promedio entre 135 y 170 mg/dL. En cuanto a los ®3 tampoco

modificd este parametro en ninguno de los grupos.
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Figura 9. Concentracion de colesterol en sangre de ratas Wistar control e inducidas a

diabetes (STZ), tratadas con diferentes esquemas de dosificacién de »3 (0, 1, 3 6 7 dias
a la semana).
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5.6 Efecto de los o3 en el control de la glicemia (Curvas de Toleranciaala Glucosa).

En la Figura 5 se mostré la concentraciéon de glucosa en sangre de las ratas control
e inducidas a diabetes, sometidas a los diferentes esquemas de dosificacion de los ®3.
La forma de la grafica de estos resultados genera la impresion de que los ®3 ayuda a la
regulacién y mantenimiento de la glicemia en ratas diabéticas y que no se tienen efectos
no deseados en los animales control, al menos en lo que se refiere a glicemia. En esta
seccion se analiza la capacidad que tienen los animales de controlar la glicemia. Asi, en
la Figura 10 se presentan las curvas de tolerancia a la glicemia (CTG) de las ratas control
(circulos blancos) y diabéticas (circulos negros) a diferentes tiempos desde el inicio de
los tratamientos. Es claro que a medida que pasa el tiempo, las ratas inducidas a diabetes
con STZ, van perdiendo la capacidad de controlar la glucosa sanguinea cuando se les
proporciona la dextrosa via digestiva. Por otro lado, los grupos control parecen no tener

alteracién alguna, al menos a esa escala.
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Figura 10. Comparacion a diferentes tiempos de tratamiento (de 1 a 5 meses), de las curvas de tolerancia a la glucosa de
ratas Wistar control (o) e inducidas a diabetes (@) sin suplemento de ®»3.
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En la Figura 11 se observa que aunque en esencia se presenta el mismo patrén
de la pérdida de regulacién de la concentracion de la glicemia que en la Figura 10, la
magnitud de las diferencias entre el grupo control y el inducido a diabetes parece ser
menor, lo que sugiere que la administracion de o3 por 1 dia a la semana (w3-1), parece
contribuir a disminuir la magnitud de pérdida del control de la glicemia. Con el suministro
de o3 por 3 dias a la semana (w3-3) (Figura 12), se puede apreciar que la diferencia
entre la CTG de los controles y las inducidas a diabetes es aun menor, y a los 5 meses
de tratamiento, las ratas inducidas a diabetes son mas parecidas al grupo control.
Finalmente, la administracion diaria de o3 a las ratas inducidas con STZ, parece tener
efectos benéficos sobre la glicemia al generar que las CTG sean casi iguales a las

normales.
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Figura 11. Comparacion a diferentes tiempos de tratamiento (de 1 a 5 meses), de las
curvas de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar control (o) e inducidas a diabetes (e)
con tratamiento de »3 por 1 dia a la semana (»3-1).
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En la Figura 11 se observa que aunque el patrén de pérdida en la regulacion de la
glicemia que en la Figura 10a, disminuye la magnitud entre las diferencias de los grupos
control y diabético, lo que sugiere que la administracion de los ®3 por 1 dia a la semana,
parece contribuir a disminuir la magnitud de pérdida de la regulacion de la glicemia. Con
la administracion de o3 por 3 dias a la semana (Figura 12), se puede apreciar que la
diferencia entre la CTG del control y las inducidas a diabetes es aun menor, haciéndose
mas evidente este efecto a los 5 meses de tratamiento, donde las ratas inducidas a
diabetes son mas parecidas al grupo control. Finalmente, la administracion diaria de los
®3 a las ratas inducidas con STZ (Figura 13), parece tener efectos benéficos en la
regulacion de la glicemia, dichos efectos pueden apreciarse en las CTG las cuales son

casi iguales a la de los animales normoglicémicos a los 4 y 5 meses de tratamiento.
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Figura 12. Comparacion a diferentes tiempos de tratamiento (de 1 a 5 meses), de las
curvas de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar control (o) e inducidas a diabetes (o) de
3 dias a la semana (»3-3).
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Figura 13. Comparacion a diferentes tiempos de tratamiento (de 1 a 5 meses), de las
curvas de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar control (o) e inducidas a diabetes (o) de
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Figura 14. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas control (Izquierda) e inducidas a
diabetes (derecha), tratadas con 3 por diferentes dias a la semana (0, 1, 3 6 7 dias a la
semana). Las lineas continuas son de CTG al mes de tratamiento y las lineas punteadas
corresponden a CTG después de 5 meses de tratamiento.
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Para analizar el efecto que tuvieron los diferentes esquemas de dosificacion de »3
a lo largo del tiempo, en la Figura 14 se presenta una comparacion de las CTG de las
ratas (control y STZ) a 1 y 5 meses de tratamiento. La linea continua corresponde a un
mes de tratamiento y la punteada a 5 meses de tratamiento. En el caso de las ratas
inducidas a diabetes (grupos STZ), las cuales al mes de edad ya tienen alterada la CTG,
se puede observar que al término del estudio las que no recibieron tratamiento con »3
(w3-0), exhiben mayor area bajo la curva y la concentracion de glucosa en sangre es
mucho mayor que al inicio del tratamiento, indicando que existe una mayor pérdida del
control de la regulacion de la glicemia en este grupo de acuerdo a la progresion de la

diabetes.

Para un mejor analisis del efecto de los ®3 sobre los grupos control, en la Figura
15 se muestran los resultados a una escala apropiada. Es evidente que entre mayor es
la frecuencia de la administracion de ®3 mayores son las alteraciones del patron de la
CTG. De hecho, con el suministro diario parece generarse un modelo de sindrome
metabdlico, efecto que discutiremos mas adelante.
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Figura 15. CTG de ratas control con suministro de ®3 en diferentes esquemas de
dosificacion; de izquierda a derecha por 0, 1, 3 0 7 dias a la semana.
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5.7 Efecto de ®3 en la composicion de acidos grasos de los Fantasmas de

eritrocitos

Con el objetivo de analizar el efecto que tuvo la hiperglicemia del modelo DM2 en
ratas generado en este estudio sobre el metabolismo de lipidos, se consideré que el
andlisis de la composicion de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos es factible debido
a que la sangre un tejido de facil acceso y sus membranas nos dan informaciéon de
utilidad. Asi, en la tabla 2 se presenta la composicidn de acidos grasos de fantasmas de
eritrocitos de las ratas control y las inducidas a diabetes (con STZ), a los 3 meses de
edad. Como se puede observar, existen cambios discretos en la mayoria de los acidos
grasos, sin embargo es claro que los acidos grasos insaturados de 18 carbonos (oleico,
linoleico y linolénico), son respectivamente, 8, 13 y 5 veces menores en las ratas
inducidas a diabetes que en las control. Asimismo, se puede observar que a pesar de la
hiperglicemia ligera que se generdé en este modelo, el cociente de acidos grasos
insaturados sobre saturados (I/S), es menor en las ratas diabéticas, indicando una posible

disminucion de la fluidez membranal en los eritrocitos.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos (en mol%) de fantasmas de eritrocitos en ratas
controles y ratas diabéticas (STZ) de 3 meses de edad.

Acidos grasos Control STZ

Miristico 05+0.2 0.7+£0.2
Miristoleico 06+04 04+04
Palmitico 452 +4.7 476 4.6
Palmitoléico 9.0+17.3 16+23
Estearico 32.7+4.1 24929
Oleico 104 +£0.2 1.3+0.2
Linoleico 1.3+0.6 0.1+0.1
Linolénico 1.0+0.6 0.2+0.1
Araquidico 08+15 0.6 +0.6
Araquidénico 1.7+£26 22+0.1
EPA 0.8+0.7 05+0.1
DHA 02+0.1 03+0.1
NI 7.1+5.6 206+04
IS 0.315 0.089

EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: 4cido docosahexaenoico, ND: No Detectado NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados

En la tabla 3 se muestra la composicion de acidos grasos de fantasmas de
eritrocitos de ratas control de 3 meses de edad en los diferentes esquemas de
administracion de los acidos grasos 3. Se puede observar que los acidos grasos
insaturados de 18 carbonos como son el oleico, linoleico y linolénico tienden a aumentar
cuando se administran los ®3 a un dia por semana (o-1) y a los 3 dias por semana (®-3)
pero disminuye en el esquema de 7 dias por semana (»-7). Por otro lado, el acido

palmitico que es mayoritario, en general tiende a disminuir con el suplemento de ®3.

En el caso de los dos ®3 de cadena larga, EPA y DHA, la proporcion de estas
moléculas es mayor en los grupos que recibieron suplemento de ®3 (en los esquemas
de 1, 30 7 dias a la semana). El indice de insaturados sobre saturados aumento en todos
los casos en comparacion con el grupo sin suplemento (w3-0), indicando el posible

aumento en la fluidez membranal.
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Tabla 3. Composicion de acidos grasos (en mol%) de fantasmas de eritrocitos de ratas
control de 3 meses de edad con los diferentes esquemas de dosificacion con »3.

CONTROL
Acidos grasos  ®-3 (0 dia) ®-3 (1 dia) ®-3 (3 dia) ®-3 (7 dia)
Miristico 05%0.2 0.3+0.1 02+0.1 03+0.1
Miristoleico 0.6+ 0.4 1007 0.7+06 06+0.1
Palmitico 452+ 47 39.7+10 274+21 34.4+84
Palmitoléico 9.0 £17.3 20x21 1.3+£05 52+7.1
Estearico 327+4.1 254+ 7.4 204+1.9 23+3.6
Oleico 104 £0.2 14.6 £0.3 19.8+2.6 143+6.1
Linoleico 13406 3844 11.4£2.0 84+28
Linolénico 1.0+06 2008 23204 16+14
Araquidico 08+15 0403 0.2+0.0 1.0+05
Araquidénico 17426 6374 15.7£2.7 115+9.4
EPA 0.8+0.7 12+09 19+16 20+3.1
DHA 0201 13+1.1 29+15 0.6 +0.4
NI 71+56 36+17 38+21 34+24
IS 0.315 0.489 1.161 0.752

PA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, ND: No Detectado NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados

En la tabla 4 se puede ver el efecto de la administracion de ©3 con sus diferentes
esquemas de dosificacién, sobre la composicién de &cidos grasos de fantasmas de
eritrocitos de ratas inducidas DM2 a los 3 meses de edad. Es interesante ver que el
porcentaje del acido graso palmitico disminuye conforme aumenta la frecuencia de la
dosificacion de »3. También se puede observar el incremento de los &acidos grasos
linoleico y linolénico con una mayor frecuencia de aplicacion de los ®3. EPA y DHA
también parecen tener una tendencia a aumentar. El cociente I/S aumenté en todos los

grupos que recibieron 3.

39



Tabla 4. Composicion de acidos grasos (en mol%) de fantasmas de eritrocitos de ratas
de 3 meses de edad, inducidas a diabetes (STZ) y con los diferentes esquemas de
dosificacion de 3.

STZ
Acidos grasos  ®-3 (0 dia) ®-3 (1 dia) ®-3 (3 dia) ®-3 (7 dia)
Miristico 0.7+0.2 1004 15+05 0.8+x0.5
Miristoleico 04+04 09+0.5 0.8+0.6 11+1.0
Palmitico 476+4.6 42055 43.9+6.2 36+2.1
Palmitoléico 16+23 14+04 6.6+1.9 58+19
Estearico 24929 241+15 145+£6.5 16.3+£2.6
Oleico 1.3+£0.2 109+6.0 6.8+3.3 3.7x£1.0
Linoleico 0.1+0.1 04+19 89+31 89+0.2
Linolénico 02+01 5.0+0.6 48+04 10.1+23
Araquidico 0.6 +0.6 0.8+0.3 15+0.1 ND
Aragquiddnico 2201 40+35 53+4.6 45+23
EPA 05+0.1 33122 3.2+0.7 52+14
DHA 03+0.1 19+10 06+0.2 3.4+0.6
NI 20604 ND 10.0+£ 6.0 48+23
I/S 0.089 0.409 0.602 0.804

EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, ND: No Detectado NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados

En la tabla 5 se presenta la composicion de acidos grasos de los fantasmas de
eritrocitos de los grupos control y diabéticos (STZ) a los 6 meses de edad (sin ®»-3), se
puede apreciar acido palmitico es el mas abundante en ambos grupos. Este fenbmeno
se repite en practicamente todos los &cidos grasos, lo cual resulta desconcertante
tomando en cuenta la diferencia en la glicemia de ambos grupos. Como consecuencia de
la composicion, el indice de insaturados sobre saturados es casi igual para ambos
grupos.
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Tabla 5. Composicion de los acidos grasos (en mol%) de los fantasmas de eritrocitos en
ratas controles (CN) y ratas diabéticas (STZ) de 6 meses de edad.

Acidos grasos Control STZ
Miristico 1.0+ 0.3 0.6+ 0.2
Miristoleico 0.3£0.1 0.3£0.2
Palmitico 58.3+ 8.8 58.7£ 4.5
Palmitoléico 0.2+ 0.1 0.7£ 0.8
Esteéarico 251+ 7.3 241+ 4.7
Oleico 2.9+ 0.6 2.2+ 0.2
Linoleico 0.6+ 0.4 0.7£0.3
Linolénico 2.8+£3.1 2.1+ 0.1
Araquidico 0.9+ 1.0 0.4+ 0.4
Araquidénico 3.9+ 0.5 45+ 0.3
EPA 0.4+ 0.0 0.9+ 0.6
DHA 1.6+ 0.7 1.3+ 0.3
NI 3.3x21 4.9+ 2.0
I/S 0.148 0.151

EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, ND: No Detectado, NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados

En la tabla 6 se muestra la composicién de acidos grasos de los fantasmas de
eritrocitos del grupo diabético (STZ) en un esquema de los 0 a los 7 dias por semana con
®3, donde se puede apreciar que el acido graso mas abundante es el palmitico el cual
representa el 58 mol% en el grupo sin suplemento pero es menos abundante en los
grupos que recibieron la suplementacion de »3. Esta disminucién va de un 40 (w3-7)
hasta un 53% (w3-3). Asimismo, el otro acido graso de mayor abundancia es el estearico,
el cual se encuentra en un 50% menos en los grupos con suplemento de ®3.
Paralelamente, los acidos grasos insaturados de 18 carbonos (oleico, linoleico y
linolénico) en general tiene una mayor proporcion en casi todos los grupos, excepto en el
grupo con un esquema de administracion de 7 dias por semana (w3-7) donde el oleico
extrafiamente es menor que en los demas grupos. El acido oleico es 2.9 veces mas

abundante en el tratamiento de 0 dias por semana comparado con el de 1 dia por semana
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de o3 y concentraciéon es mucho mayor en el tratamiento con 3 dias por semana, sin
embargo la abundancia de este es menor en el grupo de 7 dias por semana. Los acidos
grasos linoleico y linolénico tienden a ser mas abundantes. Es importante sefialar que el
acido linolénico es 7.8 y 8.8 veces mas abundante en los grupos STZ con tratamiento de

®3 con respecto al grupo control sin suministro de 3.

El EPA y el DHA, los cuales pueden ser sintetizados a partir del acido linolénico,
siempre tienden a ser mas abundantes (7 veces y 6.5 veces mas respectivamente) siendo

los Unicos acidos grasos insaturados que tuvieron dicho efecto de siempre aumentar.

Tabla 6. Composicion de &cidos grasos (en mol%) de fantasmas de eritrocitos de ratas
de 6 meses de edad, inducidas a diabetes (STZ), y con suministro de ®»3 bajo los
diferentes esquemas de dosificacion.

Acidos grasos STZ STZ STZ STZ
®3- 0 dias ®3- 1 dias ®3- 3 dias ®3- 7 dias

Miristico 0.6+ 0.2 1.0+ 0.1 ND ND
Miristoleico 0.3+ 0.2 0.4+ 0.1 ND ND
Palmitico 58.7£ 4.5 33.8£1.9 27.6x7.4 35.2+14
Palmitoléico 0.7£ 0.8 3.0£15 3.1+ 0.7 1.7+ 1.0
Estearico 24.1+ 4.7 124+ 1.8 11.0+ 6.5 11.8+ 0.9
Oleico 2.2+ 0.2 6.4+ 0.2 7.0+ 1.7 1.0+ 0.4
Linoleico 0.7£0.3 9.2+ 0.2 9.3+ 2.9 8.4+ 0.8
Linolénico 21+ 0.1 16.4+ 0.3 18.5+ 0.3 18.3+ 0.8
Araquidico 0.4+ 0.4 0.4+ 0.2 ND ND
Araquidénico 4.5+ 0.3 4.4+ 0.3 5.5+ 0.2 3.1+ 0.5
EPA 0.9£ 0.6 6.4+ 0.3 8.5+ 0.2 9.4+ 0.3
DHA 1.3+ 0.3 8.5+ 0.3 9.5+ 0.3 11.6£ 0.3
NI 49+ 2.0 ND ND ND
I/S 0.151 1.149 1.590 1.138

EPA: 4cido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, ND: No Detectado, NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados
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En la tabla 7 se puede observar los acidos grasos de los fantasmas de eritrocitos
de las ratas control bajo el esquema de la administracion de los 0 a los 7 dias por semana

de &cidos grasos 3 a los 6 meses de edad.

Podemos observar que el acido palmitico tiende a ser menos abundante conforme
va aumentando el consumo ®3. Extrafiamente, el acido miristoleico tiene un
comportamiento contrario, ya que aumenta conforme va aumentando el consumo de 3.
El 4cido esteéarico también disminuye con el tratamiento de 3, dicha disminucién va de
un 24 a un 38%. Los acidos grasos insaturados de 18 carbonos tienen comportamientos
heterogéneos, pero el EPA y el DHA, en todos los casos en donde se suministrd 3,

aumentaron de manera importante.

Tabla 7. Composicion de acidos grasos (en mol%) de fantasmas de eritrocitos de ratas
control de 6 meses de edad y con los diferentes esquemas de dosificacion de »3.

Acidos grasos Control Control Control Control
®3- 0 dias ®3- 1 dias ®3- 3 dias ®3- 7 dias
Miristico 1.0£ 0.3 0.5+ 0.2 1.1+ 0.7 1.1+ 0.6
Miristoleico 0.3+ 0.1 1.7+1.7 16+x1.4 8.4+ 9.2
Palmitico 58.3+ 8.8 54.1+5.9 48.5+ 9.2 31.5+£11.9
Palmitoléico 0.2+ 0.1 3.2+21 24+ 25 7.5+ 6.6
Esteérico 25.1+ 7.3 18.8+ 6.9 15.5+ 0.3 19.1+ 6.9
Oleico 2.9+ 0.6 1.5+ 0.6 3.6+ 0.3 51+ 4.4
Linoleico 0.6£ 0.4 2.1+ 0.2 25+1.8 3.4+ 3.2
Linolénico 28+3.1 0.7+ 0.3 3.9t 4.6 6.9+ 3.5
Araquidico 0.9+ 1.0 3.8+ 3.9 1.2+ 0.9 6.9+ 3.5
Araquidénico 3.9+ 0.5 3.4+ 0.9 5.7+ 3.3 1.9+1.8
EPA 0.4+ 0.0 3.0+ 3.2 5.2+ 0.5 5.4+ 0.3
DHA 1.6£ 0.7 24+1.1 4.1+ 0.5 6.9+ 1.7
NI 3.3+2.1 8.3+ 3.9 7.9+5.8 6.7+ 4.2
I/S 0.148 0.233 0.437 0.775

EPA: &cido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, ND: No Detectado, NI: no identificado

I/S: cociente de insaturados sobre saturados
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6. Discusién

La relacion entre la diabetes y los ®3 es un tema que esta llamando mucho la
atencién y derivado de ello, aumenta significativamente la publicacion de articulos
cientificos relacionados con el tema. A mediados del afio 2017, habia mas de 1500
articulos cientificos en bases de datos del PubMed del NCBI relacionados con los o3 y
la diabetes mellitus, de los cuales el 10.29% (157 articulos) se relacionan con los posibles
mecanismos a través de los cuales estas moléculas regulan la concentracién de glucosa
sanguinea. Poco mas de 30 articulos fueron de estudios en sus efectos con vision hacia
la prevencion y/o reduccion de los procesos de inflamacion. Menos de 10 estan
relacionados con los cambios en la fluidez de las membranas, 34 a la expresion de los
genes del receptor de activacion de proliferacion peroxisomal (PPARs). Mas de 200 a la
sintesis de insulina y 3 a la regulacién y sintesis de las hormonas tiroideas. Esta
informacion refleja s6lo una parte de los muchos efectos, blancos y procesos en los que
pueden participar los ®3 (PubMed. Gov NCBI/ US National Library of Medicine National
Institutes of Health, consulted in 2017).

Por otro lado, también existe informacién derivada de otras fuentes, como “The
Global Organization for EPA and DHA omega 3s” (http://www.goedomega3.com/) donde
se encuentran mas de 2500 estudios clinicos o Ila “expertomegad’
(www.experomega3.com) que contiene 2600 referencia y 450 estudios béasicos en el
tema de los o3 y sus efectos en el desarrollo de la retina, asi como el uso de dietas ricas
en estos AGPI (acidos grasos poliinsaturados) en el tratamiento y control de patologias
de origen metabdlico. Lo anterior quiere decir que las expectativas sobre los efectos
benéficos potenciales de los ®3, son muchas y de diferente indole, pero con predileccion

al combate de la diabetes.

Esta Tesis es parte de un proyecto en donde se quiere analizar el efecto que el
desarrollo de la diabetes tiene sobre las membranas biolégicas, asi como sobre procesos
gue se lleven a cabo en membranas o a través de ellas. Simultaneamente, también nos

interesa estudiar si los 3 tienen efecto en contra del desarrollo de la DM2 y conocer
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alguno de sus posibles mecanismos de acciéon. En la primera parte del proyecto, se
generd un modelo de DM2 con hiperglicemia ligera, simulando los primeros estadios en
el desarrollo de la diabetes. Asi, para validar estos experimentos el primer paso era
demostrar que el modelo de diabetes que desarrollamos, realmente tenia hiperglicemia
ligera en los primeros estadios y que posteriormente se desarrollaba una clara
hiperglicemia con las caracteristicas propias de dicha patologia. En esta Tesis se
muestran los resultados del desarrollo de este modelo de diabetes, asi como el efecto del
suplemento de ®3 con diferentes esquemas de dosificacién. Los esquemas de
dosificacion se aplicaron tratando de simular un consumo esporadico de los »3 (1 dia a
la semana), un consumo regular (3 dias a la semana) y un consumo croénico (7 dias a la
semana). Dichos esquemas se aplicaron tanto a ratas inducidas a diabetes tipo 2 con
STZ, como a ratas normoglicémicas. En el primer caso, en las ratas inducidas a diabetes,
esto se realizé con la finalidad de probar el potencial de los ®3 en contra del desarrollo
de la DM. En el segundo caso, de las ratas normoglicémicas, el propdsito es tratar de
estudiar tanto su efecto en la prevencidén, como para saber si tienen efectos secundarios

no deseados.

El modelo utilizado para la realizaciébn de este proyecto estd basado en la
destruccion quimica de las células beta del pancreas por medio de STZ. Esta origina
hipoinsulinemia e hiperglicemia (Shepherd y Kahn, 2003). Asi tenemos la certeza en el
uso de un modelo de DM2 adecuado al presentarse estas alteraciones metabdlicas desde
muy temprana edad ya que se les inyect6 la STZ a las 48 horas de nacidas, lo que causa
al mes de edad una concentracion de glucosa mas alta que las control (ver figura 4). Este
fendbmeno también lo podemos observar en curvas de tolerancia a la glucosa (CTG), por
ejemplo la que se muestra en la figura 10 la cual demuestra una concentracion de glucosa
en sangre mayor en el grupo diabético (STZ- ®3-0) que en el grupo control (control ®»3-

0) en los distintos tiempos de medicion (de 0 a 120 minutos) a un mes de edad.

La insulina se asocia a la regulacion de glucosa en sangre, sin embargo, las
causas habituales de muerte de los enfermos diabéticos se deben a alteraciones del

metabolismo de lipidos, tales como el colesterol y los triglicéridos, ya que es evidente que
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la insulina influye en el metabolismo de los lipidos y de las proteinas casi tanto como el
de los glucidos, ya que la insulina fomenta la utilizacion de los carbohidratos con fines
energéticos y reduce el uso de los lipidos. A la inversa, la falta de insulina favorece la
utilizacion de los lipidos y la exclusion de la glucosa, salvo por el tejido encefalico (Guyton
y Hall, 2011).

La alteracibn mas comun de los lipidos es la hipertrigliceridemia que, de manera
habitual, cursa en forma conjunta con niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y con valores normales o discretamente elevados de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Islas y Revilla, 2002). Ademas, la resistencia hepéatica a la insulina puede
aumentar la secrecion de lipoproteinas y también puede incrementarse el recambio de
las particulas de lipoproteinas plasmaticas de muy baja densidad (VLDL) (Howard et al,
1987). De hecho las concentraciones de insulina en ayuno y después del consumo de
una carga de glucosa guardan relacion directa con valores séricos de triglicéridos y una
relacion inversa con las concentraciones seéricas del colesterol de HDL (lipoproteinas de
alta densidad en espafiol). Dichos vinculos o asociaciones resultan de la intervencion de
otros sistemas de homeostasis que incluyen valores plasmaticos de acidos grasos libres,
la secrecion de triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y VLDL-colesterol
por el higado, deslipidacion y extraccién de lipoproteinas (Ferrinni, 2003). Por tal motivo
en este trabajo se han analizado otros parametros como triglicéridos y colesterol ya que
la insulina no sélo afecta la regulacion de glucosa. Este descontrol metabdlico de lipidos
lo podemos observar en la figura 7 en donde se presenta la concentracion de triglicéridos
en sangre de los grupos control y grupos STZ. Especificamente, en el grupo diabético sin
tratamiento con o3 (STZ w3-0), es donde se demuestra que a mayor tiempo de vida, la
concentracion de triglicéridos aumenta. De hecho, es mas del doble de la encontrada en
el grupo control sin suplemento de &cidos ®»3 (control w3-0). Esta comparacion se
observa con mayor claridad en la figura 8a donde la concentracién de triglicéridos en
sangre es mayor en el grupo STZ que la del grupo control.

Con respecto al colesterol practicamente no cambia (ver figura 9), lo cual puede
significar que este modelo realmente representa una situacion en la que se inicia el

desarrollo de la diabetes, ya que de lo contrario, también estaria alterado el contenido de
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colesterol, como se ha referido en varios trabajos elaborados en nuestro laboratorio.
Valencia (2016) no encontré cambios significativos en el colesterol de ratas comparados
con ratas con control sin suplementaciéon medidas de 1 a 6 meses de edad. Por otro lado
Orozco (2008) tampoco encontré6 cambios significativos en colesterol en ratas control y
ratas STZ aunque una ligera tendencia a disminuir en grupos STZ con suplementos ®3
pero sin diferencias estadisticas. Lo cual nos lleva a pensar que un modelo de diabetes
ligera a una edad de 6 meses aun no existe cambios en el metabolismo de colesterol
debido a que no ha sido tan agresiva dicha patologia. Otra posible explicacion por lo que
no aumento la concentracion de colesterol en sangre a lo largo del tratamiento en las
ratas inducidas a diabetes, es que el aumento de colesterol normalmente esta asociado
con el aumento de la insulina en sangre, es decir, por hiperinsulinemia (Ferrannini, 2003).
En nuestro modelo, en realidad generamos hiperglicemia por deficiencia de insulina, lo

gue explicaria por qué no aumenta la concentracion de colesterol sanguineo.

La insulina ejerce efectos metabdlicos en las proteinas principalmente el
incremento de la sintesis de proteina en musculo, tejido adiposo, higado y otros tejidos,
asi como la reduccién de la tasa de degradacion de proteina en mdusculo, asi
considerandola una hormona anabdlica. Una de las rutas metabdlicas que tiene mayor
importancia cuando ocurre un descontrol de la glucosa es la gluconeogénesis ya que es
importante para mantener la glucemia conforme se prolonga el ayuno. La
gluconeogénesis abarca mas de un tejido y ocurre Unicamente en el higado y en la
corteza renal (Dimitriadis. et al, 2003). La activacion de la gluconeogénesis en los
diabéticos nos indica que existe una probable pérdida de peso, esto lo podemos observar
en la figura 2. El grupo control sin suplementos (Control ®3-0) tiende a ganar mas peso
que las diabéticas (STZ »3-0). En la figura 3a se observa con mayor precision que las
diabéticas tienden a ganar menos peso que el grupo control. Asi, se puede observar que
dicha disminucion se mantiene a lo largo del tiempo siendo el peso de los grupos
diabéticos (STZ) 16% menor (438 g) que el grupo control (522.8 g) al final del estudio. En
trabajos previos realizados en ratas utilizando el mismo modelo de diabetes se ha
observado un comportamiento similar tanto en machos (Valencia y Pérez , 2011) como

en hembras (Figueroa 2004). Una de las caracteristicas de las ratas es la acumulacion
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de grasa peritoneal, la cual incrementa conforme aumenta la edad, situaciéon controlada
por ejes hormonales muy bien caracterizados y parecidos a los del humano. En el
hombre, el contenido de tejido adiposo es de aproximadamente 66% en los recién
nacidos e incrementa en forma gradual hasta la edad adulta alcanzando hasta el 80% a
partir de los 13 afios (White, et al., 1991). Al parecer en este estudio podemos apreciar

una similitud entre ratas y humanos con este fenémeno.

Uno de los fendmenos que llama la atencion es el comportamiento del peso en los
grupos de los tratamientos o3 l1dia por semana (Control ®3-1), ®3 3 dias por semana
(Control ®3 -3) y ®3 7 dias por semana (Control 3 -7) en el grupo control y ®3 7 dias
por semana (STZ »3 -7) del grupo diabético. En las figuras 2 y 3 se puede apreciar que
existe una mayor ganancia de peso en los tratamientos ®3 1 (5%), ®3 3 (18.8%) y w3 7
(28.3%) de los grupos controles respecto al tratamiento 3 0 y una diferencia de (4, 14y
22% respectivamente) del peso final. En el grupo diabético se observa un mayor peso
(15.8%) en los animales del tratamiento 3 7 (STZ ®3-7) con una mayor ganancia de
peso (31.8%). Este fenomeno puede estarse produciendo por un incremento en la
sintesis y liberacion de la insulina en los grupos mencionados. Como lo hemos
mencionado anteriormente la insulina es una hormona anabdlica, entonces podemos
inferir que la suplementacion de »3 tienden a aumentar la sintesis de insulina y a su vez
a la anulaciéon de la gluconeogénesis asi creando una mayor ganancia de peso. Los
cambios en la concentracion de la insulina son consecuencia de diversos factores como:
tipo de alimento ingerido, ayuno, resistencia a la insulina y distribucién de la grasa
corporal (Havel PJ., et al., 1996). Estudios realizados en animales inducidos a diabetes
tipo 2 tratados con ®3 han mostrado un incremento en las concentraciones de la insulina

en sangre (Orozco Tapia, 2008).

El mantenimiento de la glucemia en su estrecho rango de normalidad (80 a 100
mg/dL) depende del equilibrio entre la secrecion de insulina y el grado de sensibilidad a
la misma (Arslanian; 2005). En condiciones normales, como las establecidas en el grupo
control, este equilibrio conocido como indice de disposicién permanece constante y las

variaciones fisioldgicas de la sensibilidad a la insulina se compensan con cambios de la
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secrecion de la misma en sentido opuesto. Sin embargo en el caso de que la disminucion
a la sensibilidad a la insulina (tratamientos ®l, ®3 y o7 del grupo control) no sea
compensada adecuadamente (por incremento en la secrecion) el indice de disposicién
se altera, resultando a largo plazo en una situacion de deficiencia relativa de insulina, con
la consiguiente aparicion de hiperglicemia (Ize-Ludlow y Sperling; 2005). Una de las
posibles explicaciones acerca de la permanente concentracion de glucosa en sangre
dentro de los parametros normales en las ratas del grupo control tratadas con ®3 y su
alteracion en los parametros medidos de la curva de tolerancia a la glucosa es el efecto
metabdlico que tiene la disminucién del aporte de glucosa a las células ya sea de forma
aguda (ayuno) o crOnica, ya que pone en marcha mecanismos que permiten el
incremento en el aporte de esta molécula a los tejidos, como la liberacién de la hormona
cortisol, la cual es regulada a través del ciclo circadiano. Esta hormona tiende a
incrementar su liberacién durante las primeras horas del dia en humanos y por la tarde
noche en ratas, ademas se ha observado que también incrementa su concentracion en
animales diabéticos (Oster et al; 1988).

El andlisis de los resultados de la concentracion de glucosa en sangre de los
animales del grupo control con adicién de ®3 no muestra en ninguno de los tratamientos
(Control ®3-1, ®3-3 y ®3-7) evidencias de alteracion de este parametro a lo largo del
tiempo (ver figura 5); sin embargo, en el caso del grupo diabético (STZ) se muestra que
las concentraciones de glicemias son mucho mayores en todos los grupos de tratamiento,
inclusive a mayor tiempo de vida desarrollan mayor concentracién de glucosa y un menor
control de esta, pero en el caso del grupo STZ ®3-7 la concentracion de glucosa en
sangre tiende a disminuir al grado de llegar a concentraciones parecidas a los del grupo
control. Lo anterior indica que la ingesta de o3 en el grupo STZ, tiende a controlar la
glicemia, y mas aun parece que a mayor dosis de o3 y tiempo de dosificacion, menor

concentracion de glucosa en sangre y un mayor control de esta.

Otro de los parametros que es interesante mencionar son las Curvas de Tolerancia
a la Glucosa (CTG) ya que aqui observamos como el grupo control tiene una mayor

capacidad de controlar la glucosa sanguinea cuando los animales son administrados con
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dextrosa por via digestiva a comparacion de los animales inducidos a diabetes (ver figura
10), cabe mencionar que las desviaciones estandar de los grupos diabéticos (STZ) son
mucho mas grandes que los controles lo cual nos indica que tienen una menor capacidad
para controlar la glicemia. Esto nos indica que existe una hipoinsulinemia y una
hiperglicemia en el modelo diabético tal como se esperaba, de hecho se puede observar
que existe una relacion entre tiempo de progresion de la diabetes (de 1 a 5 meses) y la
concentracion de glucosa sanguinea. Parece que entre mayor edad tengan los animales,
la concentracion de glucosa es mayor y con un menor control de ella. Pero esta relacion

no se sigue en los modelos con el tratamiento de 3.

En el caso, por ejemplo, del grupo diabético con acidos grasos omega 3 de un dia
a la semana (STZ-w3-1) se puede observar que tiene un mejor control de la glicemia
(como lo refleja el area bajo la curva). Este efecto se puede observar con mayor claridad
al quinto mes de edad donde la concentracion de glucosa tuvo un mejor control
comparado al grupo sin tratamiento de ®3 (quinto mes en la Figura 10), pero aun con
mayor concentracidon de glucosa comparado con el control del mismo grupo con

tratamiento de un dia.

En el grupo diabético con ®3 de 3 dias a la semana (STZ-»3-3) tiene todavia un
mejor control de la glicemia y una concentracion menor comparada con el grupo STZ-®»3-
1 y todavia mas evidente al quinto mes de edad, donde la concentracion de la glicemia
es parecida al grupo control (Control ®3-3) y con un mejor control de la glicemia, es decir,
que las desviaciones estandar son mas pequefias que el grupo sin tratamiento (ver figura
12).

Se muestra una mejoria con respecto al control de la glicemia en el grupo diabético
con 3 de 7 dias a la semana (STZ-»3-7) donde las concentraciones de la glucosa
sanguinea son menores comparadas con los demas grupos o3-1 y ®3-3. Aqui inclusive
al quinto mes, las concentraciones son similares al grupo control. Se observa que
conforme aumenta el tiempo de vida y tratamiento con los ©3, se hace mas parecido al
grupo control (Control 3-7). Cabe la posibilidad de que este efecto benéfico, se le pueda
atribuir a una mayor sintesis de insulina gracias a la ingesta de »3, ya que se conoce que
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dicha hormona aumenta la rapidez de transporte de glucosa a través de la membrana
celular en el tejido adiposo y en el musculo, con lo que disminuye la glicemia (Dimitriadis
et al., 2003).

La sangre es un tejido de facil acceso y que podria darnos mucha informacién acerca del
metabolismo de lipidos en la progresion de la diabetes, especialmente a través los
eritrocitos a partir de los cuales obtenemos los fantasmas de eritrocitos. Estos fantasmas
de eritrocitos ya han sido utilizados previamente en el laboratorio en otro modelo de ratas
con diabetes, especificamente en las ratas SHR (Pérez-Hernandez et al 2010), donde se
demostré por medio de un monitor de fluorescencia que la fluidez membranal depende
de la composicion de acidos grasos, aunque no se descarta la contribucion del colesterol
o de proteinas. Aqui se analiz6 la composicion de acidos grasos presentes en los
fantasmas de eritrocitos, donde los &cidos grasos insaturados tuvieron una mayor
proporcién en el grupo control que en el grupo diabético (STZ) a los 3 meses de edad; en
algunos casos las proporciones fueron muy grandes como en el acido oleico que es 8
veces mas grande en el control que en el diabético o el palmitoleico que es 5.6 veces
mas grande, entre otros (ver tabla 1). Estos resultados son consistentes con lo propuesto
por Pilon (2016), quien afirma que con el desarrollo de la diabetes, siempre disminuye la

fluidez membranal.

El indice de &cidos grasos insaturados sobre saturados nos puede indicar como
es la fluidez membranal de dichos fantasmas, lo cual nos proporciona informacion de
suma importancia para saber como se comportan las membranas en esta patologia. En
el grupo control se puede observar que el indice de fluidez es mayor que en el diabético.
Esto podria ser debido a que la diabetes esta alterando el metabolismo de los lipidos,
pues como se ha mencionado anteriormente la insulina tiene una fuerte relacién con la
sintesis de lipidos ya que es una hormona anabdlica (Dimitriadis et al., 2003).
Adicionalmente, estos resultados son consistentes con la propuesta de Ntambi (1999)
guien dice que la actividad de las enzimas desaturasas disminuye conforme se desarrolla
la diabetes, reduciendo la proporcion de acidos grasos insaturados, similar a lo que aqui

encontramos.

51



En el caso de los diabéticos con los tratamientos de 3 de 3 meses de edad
podemos observar que la proporcion de acidos grasos insaturados es mayor a medida
que la dosis ®3 aumenta (ver tabla 2). En indice de fluidez membranal en este caso
también tiende a aumentar conforme la dosis de ®3 es mayor. Esto tal vez nos quiere
decir que la enzima desaturasa, que es la encargada de introducir los dobles enlaces en
los acidos grasos (Ntambi, 1999) se encuentre en mayor actividad cuando se
suplementan los animales con ®3, o que tal vez la prevencion del desarrollo de la

hiperglicemia permite el buen funcionamiento de la desaturasa.

En el grupo control con el tratamiento de ®3 de 3 meses de edad (ver tabla 3) se
observa que el indice de fluidez membranal (I/S) de los grupos con tratamiento (Control
®3-1,3 y 7) son mayores que el grupo sin tratamiento (Control 3-0) y los acidos grasos
insaturados su contenido va en aumento aunque hay que mencionar que en la dosis de
7 dias por semana de ®»3 disminuyen su contenido (mol %). Tal parece que el indice de
fluidez si es afectado por la suplementacion de ®3 o en su defecto como son grupos no
diabéticos tiene un mejor control de la glicemia y esto hace que tengan un funcionamiento

regular de la enzima desaturasa.

En el caso del grupo control y diabético a los 6 meses de edad sin tratamiento con
®3 (ver tabla 4) se muestran contenidos de los acidos grasos tanto saturados como
insaturados similares. Esta similitud no se mostré6 en otros parametros como glucosa
sanguinea, curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) y triglicéridos. El hecho de que dos
grupos experimentales con diferencias significativas en otros parametros tengan una
composicién de acidos grasos similar, y consecuentemente también el cociente de acidos
grasos insaturados/saturados, resulta desconcertante. A la fecha lo Unico que nos queda
pensar es en la capacidad homeostatica que los sujetos experimentales puedan tener
para llegar a mostrar estas similitudes (Guyton 2008) y el hecho de haber tratado con una
diabetes con hiperglicemia ligera, permitio que ocurriera este fenomeno homeostatico.
Esto es consistente con el hecho de que los pacientes diabéticos en las etapas iniciales

ni siquiera se percatan de los cambios que esta sufriendo su organismo y es hasta varios
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afos después, cuando el proceso homeostatico se rompe cuando surgen los signos y

sintomas.

En el grupo diabético (STZ) con el tratamiento de »3 de 6 meses de edad (ver
tabla 5) podemos observar que el indice de fluidez membranal (I/S) fue mayor en los
grupos suplementados con o3 (STZ ®3-1, 3y 7) que el grupo sin suplemento (STZ ®»3-
0). Como se puede observar en la Tabla 5, el contenido de acidos grasos insaturados
incrementd en todos los grupos con suplemento de ®3. Aunque en este trabajo no
medimos directamente la fluidez membranal utilizando algin monitor de fluidez como el
dipirenilpropano o el difenilhexatrieno, sabemos que la composicion de acidos grasos de
los fantasmas de eritrocitos estan directamente relacionados con dicho parametro, como
lo hemos demostrado en otros trabajos de este grupo de investigacion (Pérez-Hernandez
et al, 2010), asi que el indice de fluidez I/S en las membranas de eritrocitos, indica que

los 3 aumentaron la fluidez membranal.

Ahora pasando al grupo control de 6 meses de edad con tratamiento de ®3 (ver
Tabla 6) lo interesante aqui es que los grupos con tratamientos de »3 (Control ®3-1, 3y
7) son mayores los indices de fluidez a comparacién del grupo sin tratamiento (Control
®3-0). Entonces podemos decir que los ®3 posiblemente también afectan en la
composicién de acidos grasos de los fantasmas y a su vez también altera el indice de
fluidez, fendbmeno que solo estaba ocurriendo con los diabéticos. Lo anterior significa que
el tratamiento con estos acidos grasos, realmente lleva a alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas de las membranas, en este caso de los fantasmas de eritrocitos.

Estas alteraciones en los grupos control con tratamiento de 3 también se vieron
afectados en otros parametros, tales como peso, glicemias y triglicéridos, haciendo
enfasis en el pesos que al parecer es el mas alterado, lo que nos lleva a pensar que la
ingesta de ®3 en personas sin algun padecimiento como la diabetes no es tan benéfica

o eficiente como se ha recomendado.
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7. Conclusiones

En ratas inducidas a diabetes (STZ), el consumo de acidos grasos previno de la
pérdida de peso; sin embargo, en las ratas control, se generd una tendencia hacia

el sobrepeso.

El suministro de acidos grasos omega 3 a las ratas diabéticas (STZ),
especialmente el suministro de 7 dias a la semana, ayudo a regular la glicemia a
concentraciones casi hormales. En los grupos control, no hubo efectos deletéreos

aparentes.

En animales inducidos a diabetes (STZ), el suministro de acidos grasos omega 3
a cualquier dosis administrada, ayudd a regular la concentracion de triglicéridos
en sangre. Sin embargo, en los grupos control, a cualquier dosis, aumento la

concentracion de triglicéridos.

En relacion a las concentraciones de colesterol pudimos observar que no hubo
ningun incremento o disminucion en su concentracion en los grupos control y
diabéticos (STZ); al parecer la ingesta de acidos grasos omega 3 no tuvo ninguin
efecto.

En las Curvas de Tolerancia de la Glucosa (CTG) observamos que el consumo de
acidos grasos omega 3 tuvo un efecto positivo al mejorar el control de las glicemias
de los grupos diabéticos (STZ). Sin embargo, en los grupos control, el suministro
cronico de acidos grasos omega 3 (7 dias a la semana) alteré la CTG, retrasando

el control de la glicemia.
La ingesta de acidos grasos omega 3 influyé en la composicion de acidos grasos

de las membranas de los eritrocitos y consecuentemente en el indice de fluidez,

tanto en los grupos control como inducidos a diabetes.
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8. Perspectivas

Actualmente el consumo de los acidos grasos omega 3 se ha hecho una “moda”
por sus propiedades que supuestamente contribuyen a la salud, a tal grado que no
requieres una consulta médica para consumirlos, basta con ir a cualquier farmacia o
supermercado para obtenerlos. Ahora bien el no saber con exactitud si dichos &cidos
grasos omega 3 son benéficos como se nos ha estado anunciando podria ser todo lo
contrario por eso surgié la necesidad de averiguar si tienen dicho efecto benéfico sin

ningun efecto colateral o efecto perjudicial para la salud.

Si bien es cierto que en este trabajo encontramos que los acidos grasos omega 3
tuvieron un efecto benéfico sobre los grupos inducidos a diabetes, no podemos afirmar
que sélo tengan efectos positivos, porque en los grupos control, encontramos efectos
adversos. Considero que se debe realizar un mayor nUmero de experimentos para
dilucidar las causas de estos efectos positivos 0 adversos que encontramos en este

trabajo de Tesis.

Este trabajo bien podria ser una pauta para desarrollar mas proyectos que se
relacionan con esta investigacion ya que aun guedan muchas preguntas por resolver, ya
sea desde un panorama bioquimico, fisico-quimico o inclusive fisiolégico. Por tal razén
en este laboratorio de investigacion se desarrollan mas proyectos con esta vision de lo
que esté ocurriendo con el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 y su relacién con los

acidos grasos omega 3.
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