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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome multifactorial crénico degenerativo, que
se caracteriza por concentraciones elevadas de glucosa en sangre. La DM tipo2 (DM2) es la
forma més frecuente de diabetes, se caracteriza por trastornos de la accién y/o de la secrecién
de insulina y corresponde al 90% de los pacientes diabéticos. Se sabe que los factores
genéticos y ambientales influyen en el establecimiento de dicha patologia, sin embargo, los
mecanismos por los que se desarrolla la diabetes atin no se han descifrado en su totalidad. La
disfuncion de las mitocondrias esté estrechamente relacionada con desordenes metabolicos
como la diabetes. Se ha encontrado que la actividad mitocondrial es anormal en tejidos
involucrados en el desarrollo de diabetes. Asimismo, los cambios en las propiedades fisicas
y quimicas de las membranas mitocondriales pueden modificar la actividad de estos

organelos y consecuentemente llevar a que sean disfuncionales.

Algunos investigadores han mostrado que el consumo de Acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs) repercute en la composicion de las membranas mitocondriales,
incrementando el indice de insaturacion y la fluidez membranal modificando la funcién de
las mitocondrias. No obstante, son pocos los estudios enfocados en observar los efectos del
acido alfa linolénico (ALA) en la funcion mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes.
El objetivo general del presente estudio fue determinar el efecto del acido alfa linolénico
(ALA) en las propiedades fisicoquimicas de membranas de mitocondrias de higado de ratas
Wistar y su repercusion en la actividad mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes.

Se generd un modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar de 48 h mediante una
inyeccion intraperitoneal con una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) de 135 mg/kg de
peso corporal en amortiguador de citratos pH 4.6. A las ratas control de 48h de nacidas se les
inyectd unicamente amortiguador de citratos. Se destetaron a las 4 semanas de edad y cada
grupo se dividié en dos, a uno de ellos se le suministr6 aceite de linaza (rico en éacido alfa
linolénico) como suplemento por medio de una canula (125 mg de aceite de linaza/kg de peso
corporal 5 dias a la semana), de esta manera quedaron cuatro grupos de ratas: C, STZ, STZ-

ALA y C-ALA. Se hizo el seguimiento semanal de la glucosa sanguinea, asi como las



mediciones mensuales de colesterol y triglicéridos sanguineos. El sacrificio de al menos 4
animales se realizd a 1, 3y 6 meses de edad. Se removieron los higados y a partir de estos se
obtuvieron las mitocondrias por centrifugacion diferencial. EI consumo de oxigeno
mitocondrial se determin6 mediante oximetria polarografica con un electrodo tipo Clark. El
analisis de la composicion de &cidos grasos, se realizé con un cromatografo de gases Clarus
500 de Perkin-Elmer. Para evaluar la lipoperoxidacion en membranas mitocondriales se
determind la concentracion de malondialdehido (MDA) mediante la reaccién del acido
tiobarbitdrico. Para analizar la fluidez membranal, se incorpordé el monitor fluorescente
dipirenil propano (DPiP) a las mitocondrias y se midié la fluorescencia en un

espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55.

El grupo diabético (STZ) mostr6 concentraciones altas de glucosa a lo largo de los 6
meses de experimentacion (210+40 mg/dl a 408+10). Al suplementar con ALA se observé
que en el grupo STZ-ALA se controld la glicemia a los 3 meses de edad, llegando a
concentraciones basales, manteniéndose asi hasta los 6 meses de vida. La concentracion de
glucosa en el grupo C-ALA incrementd significativamente con respecto al grupo C y al grupo
STZ-ALA, generandose probablemente resistencia a la insulina como consecuencia del
suplemento. Con respecto a los lipidos sanguineos, a los 6 meses de edad se observo que los
animales diabéticos tuvieron un incremento en la concentracion de triglicéridos y colesterol
sanguineos (260 mg/dl y 220 mg/dl respectivamente) mientras que el grupo control presentd
concentraciones bajas en triglicéridos y colesterol (160 y 180 mg/dl respectivamente). El
suplemento de ALA control6 la concentracion de triglicéridos sanguineo en las STZ-ALA a
los 6 meses de vida llegando a 162+6 mg/dl de triglicéridos, significativamente mas bajo con
respecto a las ratas diabéticas y control. En el caso de la respiracion mitocondrial, el grupo
diabético mostré un decremento en el control respiratorio (CR) a partir del mes de vida,
disminuyendo severamente a los 6 meses de edad. Al suplementar a los respectivos grupos,
se observo que el CR de STZ-ALA y C-ALA fue mayor con respecto al grupo control. En
la composicidn de acidos grasos se observé que con el desarrollo de DM hubo una tendencia
al aumento de acidos grasos saturados y un decremento de los acidos grasos insaturados en
las membranas mitocondriales de los animales diabéticos. Asimismo, la modificacion en la

composicion de acidos grasos incidio en la fluidez membranal, repercutiendo en la actividad



mitocondrial. En los grupos suplementados, observamos que las membranas mitocondriales
presentaron un mayor contenido de AGPIs, (ALA y EPA). Finalmente se observo un aumento
en el contenido de MDA en las mitocondrias del grupo STZ (2.6+0.2) con respecto al grupo
control (0.9+0.09). En el caso del grupo STZ-ALA, se observé una concentracion baja,
similar a la del grupo control (0.7+£0.09). Por el contrario, en el grupo C-ALA la
lipoperoxidacion parece exacerbarse, ya que el contenido de MDA fue de 1.5+0.11,
ligeramente mas baja que en los animales diabéticos, pero significativamente mayor que en

el grupo control.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic degenerative multifactorial syndrome,
characterized by elevated blood glucose levels. Type 2 DM (DM2) is the most frequent form
of diabetes, it is characterized by disorders of action and / or insulin secretion and
corresponds to 90% of diabetic patients. It is known that genetic and environmental factors
influence the establishment of this pathology, however, the mechanisms by which diabetes
develops have not yet been described. Mitochondria dysfunction is closely related to
metabolic disorders such as diabetes. It has been found that mitochondrial activity is
abnormal in tissues involved in the development of diabetes. Also, changes in the physical
and chemical properties of mitochondrial membranes can modify the activity of these

organelles and consequently lead to them being dysfunctional.

Some researchers have shown that the consumption of polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) affects the composition of mitochondrial membranes, increasing the rate of
unsaturation and membrane fluidity, consequently improving the function of mitochondria.
However, there are few studies focused on observing the effects of alpha-linolenic acid
(ALA) on mitochondrial function during the development of diabetes. The objective of this
study was to determine the effect of alpha linolenic acid (ALA) on the physicochemical
properties of liver mitochondria membranes of Wistar rats and their impact on mitochondrial

activity during the development of diabetes.

Type 2 diabetes was induced in newborn male Wistar rats (48 h-old) by an
intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) of 135 mg / kg body weight disolved in
citrate buffer pH 4.6. The control rats were injected with citrate buffer. They were weaned at
4 weeks of age and each group was divided into two, one of them was supplied with flaxseed
oil (rich in alpha linolenic acid) as a supplement through a cannula (125 mg flaxseed oil / kg
body weight 5 days a week), in this way there were four groups of rats: C, STZ, STZ-ALA
and C-ALA. Weekly monitoring of blood glucose was carried out, as well as monthly
measurements of cholesterol and blood triglycerides. The rats were killed att 1, 3 and 6

months of age. The liver mitochondria were isolated by differential centrifugation.



Mitochondrial oxygen consumption was determined by polarographic oximetry with
a Clark-type electrode. The analysis of the fatty acid composition was carried out in a Perkin
Elmer Clarus 500 cromatograph. Lipid peroxidation in mitocondrial membrane was
estimated by the concentration of malondialdehyde (MDA). To evaluate the mitocondrial
membrane fluidity, the fluorescence of dipyrenil propane (DPyP) incorporated into the

mitocondrial membranes was measured in a Perkin ElImer Fluorescence spectrometer LS55

The diabetic group (STZ) showed high glucose concentrations during the 6 months
of experimentation (210+40 mg / dl to 408+10). When supplemented with ALA, it was
observed that in the STZ-ALA group the glycaemia was controlled at 3 months of age,
reaching baseline concentrations, thus remaining until 6 months of age. The concentration of
glucose in the C-ALA group increased significantly with respect to group C and the STZ-
ALA group, probably generating insulin resistance as a consequence of the supplement.
Regarding blood lipids, at 6 months of age it was observed that the diabetic animals had an
increase in the concentration of triglycerides and blood cholesterol (260 mg/dl and 220 mg/dlI
respectively) while the control group presented low concentrations in triglycerides and
cholesterol (160 and 180 mg/dl respectively). The ALA supplement controlled the
concentration of blood triglycerides in the STZ-ALA at 6 months of life, reaching 162+6
mg/dl of triglycerides, significantly lower respect to the diabetic and control rats. In the case
of mitochondrial respiration, the diabetic group showed a decrease in respiratory control (CR)
from the month of life, decreasing severely at 6 months of age. When supplementing the
respective groups, it was observed that the CR of STZ-ALA and C-ALA was greater with
respect to the control group. In the composition of fatty acids it was observed that with the
development of DM there was a tendency to increase saturated fatty acids and a decrease of
unsaturated fatty acids in the mitochondrial membranes of diabetic animals. Likewise, the
modification in the composition of fatty acids affected the membrane fluidity, affecting
mitochondrial activity. In the supplemented groups, we observed that the mitochondrial
membranes presented a higher content of PUFASs, (ALA and EPA). Finally, an increase in
the MDA content was observed in the mitochondria of the STZ group (2.640.2) with respect
to the control group (0.9+0.09). In the case of the STZ-ALA group, a low concentration was

observed, similar to that of the control group (0.7+0.09). In contrast, in the C-ALA group
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lipoperoxidation seems to be exacerbated, the MDA content was 1.5+0.11, slightly lower

than in the diabetic animals, but significantly higher than in the control group.



1. INTRODUCCION

La DM es un sindrome multifactorial crénico degenerativo, caracterizado por
concentraciones elevadas de glucosa en sangre. La DM2 es la forma maés frecuente de
diabetes, se caracteriza por trastornos de la accién y/o de la secrecién de insulina y
corresponde al 90% de los pacientes diabéticos. Se sabe que los factores genéticos y
ambientales influyen en el establecimiento de dicha patologia, sin embargo, los mecanismos
por los que se desarrolla la diabetes atn no se han descifrado en su totalidad (Malecki, 2005,
Dey y Swaminathan 2010, Flachs et al., 2014). Diferentes autores indican que existen
diversos mecanismos y modificaciones de la célula relacionadas con el establecimiento de la
DM, incluyendo alteraciones en la composicion de los &cidos grasos de las membranas
celulares y mitocondriales (Waczulikova 2007, Pérez-Hernandez et al., 2010, Figueroa-
Garcia et al., 2015).

La disfuncion de las mitocondrias esta estrechamente relacionada con desordenes
metabolicos (Sorriento et al., 2014) como la diabetes. Al respecto, se ha encontrado que la
actividad mitocondrial es anormal en diversos tejidos involucrados en el desarrollo de
sindrome metabdlico y de resistencia a la insulina, incluyendo el masculo esquelético, el
higado, tejido adiposo, el corazon y pancreas (Bugger y Dale 2008, De Pauw et al., 2009)
Asimismo, los cambios en las propiedades fisicas y quimicas de las membranas
mitocondriales pueden modificar la actividad de estos organelos y consecuentemente llevar
a que sean disfuncionales (Waczulicova, 2007, Matravadia et al., 2014, Figueroa-Garcia et
al., 2015)

Durante los ultimos afios se ha propuesto el uso de &cidos grasos poliinsaturados -3
(AGPIs w-3) principalmente de cadena larga, como son el acido eicosapentaenoico (EPA) y
el acido docosahexaenoico (DHA) en el control de la diabetes (Poudyal 2011), debido
principalmente a sus efectos antiinflamatorios (Oh y Walenta, 2014) hipolipidémicos
(Rossmeisl et al., 2012) e hipoglucémicos (Oh et al. 2010). Algunos investigadores han
mostrado que el consumo de AGPIs repercute en la composicion de las membranas

mitocondriales, incrementando el indice de insaturacion y la fluidez membranal (Jump 2002,



Leonard et al., 2004, Das 2006, Rohrbach 2009; Yu et al., 2014) modificando la funcion de
las mitocondrias. No obstante, son pocos los estudios enfocados en observar los efectos del
acido alfa linolénico (ALA) en la funcion mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes.

En la siguiente seccidn se abordaran algunos detalles e informacién bésica sobre las
caracteristicas distintivas de la DM2, los factores que contribuyen a su desarrollo y la relacién

de esta enfermedad con las modificaciones en las membranas mitocondriales.

1.1 Diabetes mellitus

Actualmente, la diabetes mellitus es un problema de salud que afecta alrededor de
415 millones de personas alrededor del mundo. Se estima que para el afio 2040 este nimero
incremente a 642 millones de personas (IDF Diabetes Atlas 2015). La diabetes engloba una
serie de alteraciones metabdlicas, caracterizadas por un estado cronico de hiperglicemia, asi
como modificaciones en el metabolismo de lipidos y proteinas que resultan de defectos en la
secrecion de insulina, resistencia a la accion de dicha hormona o ambos (Bennett, 2003,
Atkinson 2014). Las causas de la DM son multiples, sin embargo, los factores genéticos y
ambientales tienen un papel importante en la etiologia de esta enfermedad (Kuzuya et al.,
2002).

1.2 Clasificacion de la diabetes

La DM ha sido clasificada en varias categorias, como son: Diabetes Mellitus Tipo 1
(DM1), de tipo autoinmune, en la que el sistema de defensas del organismo ataca a las células
B-pancreédticas encargadas de la sintesis de insulina (Wherrett, 2014). Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DMZ2): causada por factores como son la resistencia a la insulina o una produccion
baja de insulina por parte de las células B pancreaticas (Kuzuya et al., 2014). Diabetes
Mellitus Gestacional: se presenta por alteraciones hormonales durante el embarazo. Se
caracteriza por hiperglucemia cronica que aparece generalmente en el altimo trimestre del
embarazo como consecuencia de la condicion diabetogénica del mismo (Febres et al., 2000).

Otros tipos especificos de diabetes mellitus: Defectos genéticos de las células



pancreaticas, enfermedades del pancreas exdgeno o inducida por agentes quimicos. A

continuacidn, se describira con mayor detalle las caracteristicas de la DM1y DM2

Diabetes mellitus tipo 1: ésta se establece como consecuencia de una reaccion
autoinmune que da como resultado la destruccidn de las células  pancreéticas, mientras que
la diabetes tipo 2 es causada principalmente por resistencia a la insulina (Blake y Trounce
2014). La reduccion del nimero de células B pancreaticas ocasiona una incapacidad para
mantener las concentraciones necesarias de insulina en respuesta a la ingesta calorica. Esta
patologia es la variedad més frecuente que ocurre principalmente en sujetos jovenes. En estas
personas la enfermedad se caracteriza por el comienzo repentino de sintomas: poliuria,
polidipsia y polifagia (Wherrett 2014, Atkinson 2014).

En México la incidencia de DM1 en pacientes entre 10 y 19 afios se duplicé durante
la Gltima década, con un registro de 6.2 casos nuevos por cada 100,000 habitantes en el afio
2010. Para controlar la DM1 se han propuesto diversas estrategias como el trasplante
pancreatico y el uso de farmacos inmunomoduladores para disminuir la destruccion de
celulas B pancreaticas, con resultados poco eficientes. El tratamiento recomendado es la
administracion de insulina de forma basal y en bolos o en bomba de infusion (Atkinson
2014).

Diabetes mellitus tipo 2: Se caracteriza por un déficit en la accion y/o secrecion de
la insulina. La DM2 se desarrolla principalmente en edades adultas, sin embargo también
puede llegar a ocurrir en personas jovenes. Al igual que en la DML, parte de los sintomas de

esta patologia son la poliuria, polidipsia y polifagia (Kuzuya et al., 2014).

La disminucién en la secrecion de insulina y en la sensibilidad de los tejidos a su
accion (resistencia a la insulina) esta involucrada en la DM2. La resistencia a la insulina se
desarrolla por el déficit en la union de dicha hormona a sus receptores, asi como por la
insensibilizacion de dichos receptores. El sobrepeso y la obesidad son los factores de mayor
riesgo para el desarrollo de la resistencia a la insulina. (Bailey 2007). La hiperglucemiaes la

caracteristica bioquimica fundamental de la DM2, causando estrés oxidativo, inflamacion y



disfuncion endotelial lo que contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares que

causan un aumento de la morbilidad y mortalidad en pacientes con DM2 (Brownlee 2005).

Para atenuar y controlar los efectos del desarrollo de la DM2 se han utilizado diversas
estrategias, entre las que destacan: cambios en el estilo de vida (incluyendo cambios en la
dieta), control de peso corporal y actividad fisica. No obstante, a largo plazo llega a ser dificil
mantener estos habitos y dificulta el control de la enfermedad. Por ello la mayoria de
pacientes con DM2 recurren a tratamientos orales e inyectables, los cuales atentan los efectos
de la enfermedad (Tahrani et al., 2016). Sin embargo, en algunos casos dichos tratamientos
pueden tener efectos adversos a la salud. En el siguiente tema se abordaran con mayor detalle

los tratamientos mas comunes en el control de la diabetes

1.3 Tratamientos para el control de la diabetes

El diagndstico de DM se establece siguiendo los criterios consensuados en 1999 por
la ADA (American Diabetes Association 2011) y la organizacién mundial de la salud (OMS).
Ambas organizaciones han propuesto diversas medidas terapéuticas para el control
glucémico con el fin de revertir o evitar la progresion de complicaciones secundarias a la
diabetes y reducir la morbilidad y mortalidad asociada a la enfermedad. El tratamiento de la
DM2 es muy complejo, es necesaria la intervencion inmediata en el control de la
hiperglucemia y de los factores de riesgo cardiovascular asociados a la DM como la
dislipidemia y la hipertension. En general, los farmacos utilizados en el tratamiento de la
DM2 tienen un efecto hipoglucemiante similar, que varia dependiendo de los valores
glucémicos previos al inicio del tratamiento (Ascaso 2014). Entre los farmacos

hipoglucemiantes tradicionales se encuentran:

Biguanidas: Actualmente, la Unica biguanida disponible en la practica clinica es la
metformina (dimetilbiguanida). Otras biguanidas como la fenformina y la buformina han sido
retiradas del mercado debido a los riesgos asociados al desarrollo de acidosis lactica. La
metformina comenzd a utilizarse en Estados Unidos en el afio de 1995 y llegd a ser el

medicamento con mayor prescripcion para el tratamiento de la DM2. La metformina entra a
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la célula a través de un acarreador (“carrier”) denominado transportador de cationes
orgénicos 1 (hOCTL1 por sus siglas en inglés: Organic Cation Transporter) y ejerce multiples
acciones con o sin la presencia de insulina (Fig.1). Sus efectos dependen en gran medida de
la exposicion al medicamento (tiempo y concentracion) y al metabolismo de los nutrientes
dentro de los diferentes tejidos (Ferrannini 2014; Tahrani et al. 2016). En el higado, la
metformina, incrementa la sefial de la insulina, reduce la accion del glucagon y reduce la
gluconeogeénesis por la inhibicion de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Por otro lado, en
musculo, dicho farmaco promueve la captacion de la glucosa mediada por insulina a través
del glucotransportador 4 (GLUT 4) (Bailey 2015).
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Fig. 1. Mecanismos de accion de la metformina en la célula (Tomado de Tahrani et al.,

2016). La metformina ingresa a las células a través del transportador de cationes organicos 1. Las células
intestinales estan expuestas a altas concentraciones de metformina, que interrumpen la cadena respiratoria
mitocondrial en el complejo I. Ademas, promueve un aumento de la glucélisis y sintesis de lactato. En el higado,
aumenta la sefializacion de la insulina, disminuye la accién del glucagén y reduce la gluconeogénesis y la
glucogendlisis. Asimismo, la metformina puede inhibir la enzima mitocondrial glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, alterando el estado redox hepatocelular, dando como resultado una alteracion en la relacion
ATP:AMP
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Grupo de secretdgogos (sulfonilureas y meglitidinas): Las sulfonilureas estimulan la
liberacion de insulina por las células  del pancreas y el aumento de la sensibilidad de los
tejidos periféricos a esta hormona, siendo Utiles en el tratamiento de diabéticos tipo 2.
Su principal blanco es el receptor de sulfonilureas, especificamente la subunidad receptora
de sulfonilureas 1 (SUR1) un componente del canal de potasio sensible a ATP, inhibiendo la
salida de potasio de la célula beta pancreética lo que conduce a la despolarizacion de la
membrana y a la entrada de calcio extracelular que a su vez favorece la exocitosis de los
granulos de insulina (Fig. 2) Las sulfonilureas pueden producir hipoglucemias graves y
aumento de peso, también aumenta la incidencia de hipoglucemia cuando se utiliza en
combinacién con otros hipoglucemiantes. Ademas, se unen al receptor SUR2A de los
cardiomiocitos y al SURB de la pared vascular y pueden inhibir el precondicionamiento
isquémico, mecanismo enddgeno de proteccion cardiaca durante episodios isquémicos
(Krentz y Bailey 2005).
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Fig. 2. Mecanismos de accion de las sulfonilureas (Tomado de Tahrani et al., 2016). Las

sulfonilureas y agonistas del receptor del péptido 1 similar al glucagén (GLP 1) actian sobre las células B
pancreaticas para aumentar la secrecién de insulina inducida por glucosa. Estos agentes se unen a la superficie
citosolica del receptor de sulfonilurea 1 (SURL), que es parte del canal de potasio K;6.2 sensible a ATP. La
unién de la sulfonilurea o meglitinida cierra el canal K;6.2, evitando el eflujo de potasio y despolarizando asi
la membrana plasmatica. La despolarizacion abre los canales de calcio dependientes del voltaje, aumentando la
afluencia de calcio y activando las proteinas de sefializacion dependientes del calcio que controlan la exocitosis

de la insulina.

Tiazolidinedionas (pioglitazona): las drogas derivadas de las tiazolidinedionas
(TZDs) incluyen la pioglitazona, la rosiglitazona y la troglitazona. La troglitazona fue
introducida al mercado en 1997, sin embargo fue retirada muy pronto (1999) debido a los
casos de hepatotoxicidad (Bailey 2015). En el caso de la rosiglitazona y la pioglitazona
fueron introducidas en 1999, la primera fue descontinuada en Europa y fue restringida en
Estados Unidos en 2008 por reportes de riesgos cardiovasculares. La pioglitazona fue
descontinuada en algunas ciudades de Europa en el afio de 2011 debido a su posible
asociacion con la aparicion cancer de vejiga. Sin embargo en Estados Unidos y en nuestro
pais su uso es comun. Las tiazolidinedionas son agonistas selectivos de los receptores
activados por proliferacion de peroxisomas isoforma y (PPAR y). Cuando dichos receptores
se activan por un ligando, se unen al receptor de acido 9-cis retinoico (RXR) para formar un
heterodimero, uniéndose posteriormente al DNA para regular la transcripcion genética y la
traduccion de una variedad de proteinas involucrados en la diferenciacion celular y el
metabolismo de glucosa y lipidos (Fig. 3). Se sabe que PPAR v altera la expresion de algunos
genes que participan en la sintesis de la insulina, captacién de la glucosa y reduccion de
inflamacion. Ademas la activacion de PPAR v en los adipocitos reduce la circulacion de
acidos grasos libres y la acumulacién ectdpica de lipidos en musculo esquelético e higado
(Tahrani et al. 2016).
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Fig. 3. Mecanismos de accion de las tiazolidinedionas (Tomado de Tahrani et al., 2016). Las
tiazolidinedionas promueven un aumento en la sensibilidad de la insulina sin afectar su secrecion. Se une
especificamente a los PPARs. Promueve la captacion de glucosa en masculo, esquelético, tejido adiposo y en
higado a través de los receptores celulares PPARs. Antagoniza el factor de necrosis tumoral a nivel celular,
previniendo hiperglucemia severa inducida por resistencia a la insulina.

Uno de los efectos adversos de las tiazolidinedionas es la retencion de liquidos, como
resultado de la reabsorcion de sodio en los rifiones debido al incremento en la expresion de
canales de sodio en los tubulos renales. Por otro lado, su uso durante tiempos prolongados
en pacientes con DM2 resulta en menor densidad désea asi como en un mayor riesgo de

fracturas, principalmente en mujeres (Tahrani et al., 2016).

Insulina: suele ser utilizada como tratamiento para contrarrestar la secrecion
defectuosa de insulina. La insulina tiene una accién hipoglucemiante superior al resto de
farmacos utilizados para el tratamiento de la DM, controlando la glucemia, y manteniendo la
ganancia de peso corporal. En uso de la insulina, ha generado discrepancias en diversos
aspectos; por ejemplo, no estad bien determinado en qué momento de la patologia debe ser
utilizada. Por lo comun, se ha indicado su uso cuando los tratamientos orales dejan de ser
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eficientes o si la hemoglobina glicosilada se encuentra en altas concentraciones (Ascaso

2014). No obstante, aun sigue siendo uno de las opciones de tratamiento menos socorridas.

Los tratamientos mencionados en los parrafos anteriores son importantes para
coadyuvar el control de la DM2 y disminuir sus efectos. Sin embargo, algunos producen
efectos adversos en el organismo, lo que puede provocar enfermedades secundarias. En la
actualidad se han propuesto alternativas que coadyuvan en el tratamiento de la diabetes, entre
las cuales se encuentran los AGPIs ®-3. Dichos &cidos grasos pueden tener efectos a
maultiples niveles, repercutiendo de manera favorable en el control de la DM, controlando la
glucemia, colesterolemia e hipertrigliceridemia. Se han descrito varios mecanismos por los

que ejercen sus efectos, de lo cual hablaremos en el siguiente tema.

1.4 Acidos grasos omega-3 y su efecto en el desarrollo de la diabetes

Los AGPIs tienen funciones heterogéneas y de gran importancia en mamiferos. Son
componentes estructurales de las membranas celulares, por lo que regulan diversas
propiedades fisicas y quimicas de las mismas (Fig. 4). En ese sentido se ha reportado que un
incremento de AGPIs en las membranas aumenta la fluidez mientras que los acidos grasos
saturados tienen el efecto contrario, es decir, generan una mayor rigidez a la membrana (Jump
2002, Leonard et al., 2004, Das 2006). El aumento en la fluidez membranal puede influir en
la funcion y actividad de receptores y enzimas asociadas a las membranas celulares (Leonard
et al., 2004). Asimismo, se ha reportado que el incremento en la fluidez membranal esta
asociado con un aumento de la afinidad a la insulina a sus receptores y en el aumento en el

namero de éstos sobre la superficie celular (Risérus 2008).
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Fig. 4. Funciones y efectos de los &cidos grasos poliinsaturados.

Se han documentado diversas vias mediante las cuales pueden actuar los AGPISs,
participando como sefializadores, segundos mensajeros y en la modulacion de la expresion
de genes involucrados en el metabolismo de lipidos y glucosa (Campioli et al., 2012). Los
AGPIs de cadena larga como el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico
(DHA) actian como agonistas (ligandos) o reguladores de factores de transcripcion de
proteinas de union a elementos regulatorios de esteroles (SREBP-1), del factor nuclear kappa
B (NF-KB) y del factor 4a nuclear de hepatocitos (HNF-4a) (Jump y Clarke, 1999).

En el ser humano (y los mamiferos en general) los AGPIs ®-3 deben ser obtenidos de
los alimentos. Las dietas modernas contienen concentraciones excesivas de AGPIs m-6 y una

baja cantidad de AGPIs ®-3 lo que propicia trastornos en metabolismo de los lipidos (Jie et

16



al., 2014). Los efectos biologicos del consumo de AGPIs »-3 dependen entre otros factores
de la capacidad de absorcion del intestino y de su transporte a los tejidos (biodisponibilidad),
lo que puede diferir en gran medida entre los individuos y puede depender de muchos
factores, incluyendo la estimulacion para la liberacion de las lipasas pancreaticas en respuesta
a los lipidos de la dieta (Schuchardt y Hahn 2013). EI consumo de animales marinos
provenientes de regiones frias provee una proporcién mas alta de grasas poliinsaturadas que
la dieta occidental tipica. Uno de los &cidos grasos que se encuentra mayoritariamente en los
peces de agua fria es el EPA el cual parece inhibir la formacion de prostaglandinas de la serie
2, las cuales en su mayoria son potentes vasoconstrictoras y algunas estimuladoras de la
agregacion plaquetaria. Ademas, el EPA disminuye la concentracién de colesterol y
triglicéridos en plasma (Minami et al., 2002).

Los AGPIs, tanto de cadena corta como de cadena larga, pueden ser ligandos de
PPARs (Liu et al., 2014). Los PPARs son miembros de una superfamilia de receptores (Fig
5). Se han reportado tres isoformas: o, 6 (también Ilamado B) y y. Dichos receptores
controlan la expresion de una gran cantidad de genes implicados en varias funciones
fisioldgicas, incluidas la homeostasis de lipidos y glucosa, proliferacion y diferenciacion

celular, asi como en procesos inflamatorios (Luquet et al.,2004).
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Fig. 5. Isoformas de PPARs y su participacion en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos.

Los isotipos de PPARs tienen diferentes caracteristicas. PPAR o es activado por
AGPIs y leucotrienos B4, se expresa en higado, corazén, macrofagos y otras células. La
activacion de PPAR o incrementa el catabolismo de los acidos grasos mediante la ®
oxidacion y la B oxidacién, asimismo promueve una disminucion en el contenido de VLDL
(Por sus siglas en inglés: Very Low density Lipoprotein) (Luquet et al., 2004). PPAR v se
expresa en adipocitos, macrdéfagos, placenta y otros tejidos, es activado por algunos acidos
grasos asi como por determinados metabolitos derivados de los AGPIs como las 15-desoxi-
prostaglandinas J2. La activacion de PPAR ydisminuye la expresion de genes que

promueven la actividad de la glicerol cinasa, (enzima que participa en la sintesis de
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triglicéridos) y que consecuentemente produce la disminucion en el contenido de triglicéridos

sanguineos (Rosen et al., 2000).

Se ha demostrado también que los AGPIs incrementan la actividad transcripcional de
genes regulados por PPARSs de una manera directa y pueden ser reguladores metabdlicos.
Otros ligandos importantes de PPARs son las TZDs que como se describio previamente, son
medicamentos utilizados para el tratamiento de la diabetes. La activacion de los PPAR vy por
las TZD y los AGPIs »-3 acelera la velocidad de la diferenciacion celular, incrementa la
expresion del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) y de la lipoproteina lipasa en el tejido
adiposo. También se ha observado en el masculo esquelético; que los PPARs incrementan la
sensibilidad a la insulina, aceleran el metabolismo de la glucosa controlando su concentracién
sanguinea y disminuyen la concentracion de triglicéridos en sangre (Ruzickova et al. 2004;
Tahrani et al. 2016).

1.5 Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos intracelulares presentes en practicamente todas las
células eucariontes, suministran la mayor parte de la energia que éstas requiere para diversos
procesos que se realizan dentro de ella. El tamafio y la forma de las mitocondrias varian en
grado considerable, en funcion de su origen y estado metabolico. Son organelos elipsoides
de 0.5 um de didmetro y 1 um de largo aproximadamente (Voet et al., 2007). La mitocondria
estd delimitada por una membrana externa y contiene una membrana interna con varias
invaginaciones. ElI nimero de las invaginaciones Ilamadas crestas, varia con la actividad
respiratoria de un tipo particular de célula, esto se debe a que las proteinas que median la
cadena de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa estan unidas a la membrana
mitocondrial interna, por lo tanto la velocidad de respiracion varia con el area de superficie
de esta membrana (Suen et al., 2008). EI compartimento interno mitocondrial presenta una
sustancia tipo gel llamada matriz mitocondrial la cual contiene altas concentraciones de
enzimas solubles del metabolismo oxidativo (por ejemplo las enzimas del ciclo de Krebs, asi

como sustratos, cofactores, nucledtidos y iones organicos (Voet et al., 2007).
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1.6 Membranas mitocondriales: cadena respiratoria

Las membranas mitocondriales se caracterizan por presentar bajos porcentajes de
ciertos lipidos como el acido fosfatidico, las esfingomielinas y los glucolipidos
caracteristicos de las membranas plasmaticas de las células eucariotas. Estas membranas
presentan un bajo porcentaje de colesterol (entre el 7%-11%) en comparacion con la
membrana de una célula (25-34%) (Lodish 2006). El alto contenido de fosfatidilglicerol,
cardiolipinas y fosfatidiletanolamina, hacen que la membrana mitocondrial sea semejante a
las membranas de ciertas bacterias. Al igual que las membranas plasmaticas, las membranas
mitocondriales poseen una asimetria en la distribucion de los lipidos, no solo entre la
membrana interna y externa, sino también entre las capas interna y externa de la bicapa
lipidica, de tal suerte que una alteracion en esta distribucion puede tener consecuencias para
la funcién y supervivencia de las mitocondrias y de la célula misma por los procesos de

apoptosis (Grimm y Brdiczka 2007).

La membrana interna mitocondrial presenta diferencias estructurales y moleculares
con respecto a la membrana externa. Posee 75% de proteinas y un 25% de lipidos. Asimismo,
es permeable solo al Oz, el CO2 y el H2O. Ademas de las proteinas de la cadena respiratoria
contiene numerosas proteinas transportadoras que controlan el movimiento metabolitos
como ATP, ADP, piruvato, Ca* y fosfato. Contiene tres tipos de proteinas:

a) Proteinas que llevan a cabo las reacciones de dxido-reduccion de la cadena
respiratoria.

b) El complejo enziméatico denominado ATP sintetasa que lleva a cabo la
sintesis de ATP.

c) Proteinas transportadoras especificas (por ejemplo las lanzaderas malato-
aspartato) que regulan el paso de metabolitos dentro y fuera de la matriz

mitocondrial.

La cadena respiratoria mitocondrial es un conjunto de mas de veinte transportadores
distintos de electrones asociados a un numero determinado de péptidos estructurales, todos

los cuales se localizan en la membrana interna mitocondrial. Algunos componentes de la
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cadena respiratoria funciona como una bomba de protones controlada por procesos de
oxidacion-reduccion, pero las bases estructurales que fundamentan esta funcion ain no se
conocen del todo (Voet et al., 2007).

La cadena respiratoria transfiere electrones desde el par NAD*/NADH o el grupo
prostético FAD/FADH, hasta el Oz (Ide et al., 1999). Los transportadores de electrones que
los trasladan desde NADH y FADH2 hacia el O2 se asocian con la membrana mitocondrial
interna. Algunos de estos centros redox son moviles y otros son componentes de complejos
proteicos integrales de la membrana interna. La secuencia de los transportadores de
electrones refleja aproximadamente sus potenciales de reduccion relativos, asi que el proceso
total del transporte de electrones es exergdnico (Voet et al., 2007, Monteiro et al., 2013).

1.7 Disfuncion mitocondrial y cambios en la fluidez membranal durante el

desarrollo de la diabetes

Se han utilizado diversos modelos de DM en ratas Goto Kakizaki, Zucker Wistar-
STZ y en ratones C57BL/6J para determinar como se modifica la bioenergética mitocondrial
en esta enfermedad. Parametros como el consumo de oxigeno, el potencial transmembranal,
estrés oxidativo, lipoperoxidacion y fluidez membranal han sido evaluados para determinar
las modificaciones que se generan con el desarrollo de la DM (Figueroa-Garcia et al., 2015.

La disfuncion mitocondrial esta estrechamente relacionada con desordenes
metabdlicos (Sorriento et al., 2014) y es considerada como un componente critico en el
desarrollo de la resistencia a la insulina y de la diabetes tipo 2. Esto ha sido demostrado en
varios tejidos relacionados con el desarrollo de sindrome metabdlico, resistencia a la insulina
y diabetes, incluidos muasculo esquelético, higado, tejido adiposo, corazén y pancreas. Se ha
observado que en musculo esquelético incrementan los niveles de especies reactivas de
oxigeno, disminuye la capacidad de respiracion mitocondrial, la producciéon de ATP y la

oxidacion de acidos grasos (Short et al., 2005).
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El incremento en la produccion mitocondrial de especies reactivas de oxigeno durante
la hiperglicemia es reconocido como una de las principales causas de las complicaciones
clinicas asociadas con la diabetes y la obesidad (Chang et al., 2003, Raza et al., 2011).
Modificaciones en la cadena de transporte de electrones, sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno y un incremento en la lipoperoxidacion, ha sido reportado durante la
diabetes (Lujerio et al., 2003, Raza et al., 2011, Figueroa-Garcia et al., 2015). La disfuncion
mitocondrial causa dafio celular y muerte por el déficit en la produccion de ATP. Asimismo
se incrementan los procesos de apoptosis causados por la liberacion de citocromo c y otros

factores apoptéticos hacia el citoplasma (Miyamoto et al., 2008).

Los lipidos de las mitocondrias estan involucrados en un gran nimero de procesos.
En el caso particular de la produccion de energia existe informacidn de que los lipidos pueden
modular la respiracion mitocondrial, lo cual ha llevado a evaluar el impacto que tiene la dieta
en el tipo de cidos grasos de las membranas mitocondriales y en el consumo de oxigeno (Yu
etal., 2014). Al respecto Cavaliere et al., (2016) mostraron que en ratas Wistar obesas (como
modelo de resistencia a la insulina) suplementadas con AGPIs ®-3 (EPA y DHA) incrementd
el consumo de oxigeno mitocondrial, la biogénesis mitocondrial y se redujo el estrés
oxidativo. Flachs et al., (2005) suplementaron con ALA, EPA y DHA a ratones C57BL/6J
durante 4 semanas y observaron que EPA y DHA estimulan la formacion de mitocondrias en
las células adiposas y activan la expresion del gen de la carnitina palmitoil-transferasa-1. Esta

proteina estimula la entrada de acidos grasos en las mitocondrias activando la 8 oxidacion.

Existen reportes de que los suplementos dietéticos con DHA alteran la composicion
de &cidos grasos de fosfolipidos mitocondriales y retrasan la apertura del poro de la transicion
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial inducida por Ca®* (Stanley et al., 2012).
En ese sentido, esta reportado que al suplementar con DHA a ratas Wistar, incrementa el
contenido de dicho acido graso en la membrana interna mitocondrial de corazon, en
asociacion con un aumento en la respiracion mitocondrial. Se concluye que el contenido de
DHA retrasa la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial y que se
favorece la retencién de calcio de la mitocondria originando un efecto cardioprotector
(Krairallah et al., 2010).
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La composicion de &cidos grasos asi como el grado de insaturacion de los mismos en
los fosfofolipidos es de gran importancia para la regulaciéon de la fluidez membranal, la
permeabilidad y por consiguiente, para las funciones especializadas de las membranas
celulares (Tsalouhidou et al., 2006, Pérez-Hernandez et al., 2010, Yu et al., 2014). Se han
utilizado membranas de eritrocitos, microsomales y mitocondriales de animales diabéticos
para evaluar las modificaciones en las propiedades fisicoquimicas de la membrana ocurridas
durante el desarrollo de esta enfermedad (Pérez-Hernandez et al., 2010, Pérez 2011,
Waczulikova et al., 2007).

En un trabajo previo, analizamos la fluidez en membranas de eritrocitos de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) con diabetes a diferentes edades (1, 3 y 6 meses de
edad). Desde el primer mes de edad, los animales diabéticos mostraron una disminucion de
la fluidez membranal con respecto al grupo control. Al analizar la composicion de acidos
grasos observamos un incremento de los acidos grasos saturados, lo que se reflejé en un
decremento en el cociente de insaturacion (Ins/Sat). Estos resultados indican que cambios en
la composicion de acidos grasos contribuyeron significativamente a la disminucion de la

fluidez membranal (Pérez-Hernandez et al., 2010).

Se ha propuesto que un defecto en la actividad de la delta-6 y la delta-5 desaturasas
modifica la composicidn de acidos grasos poliinsaturados, lo cual parece ser un factor que
predispone a individuos al desarrollo de resistencia a la insulina y a la diabetes. Asimismo,
se sugiere que los AGPIs ®-3 pueden incrementar la fluidez membranal, aumentar el nimero
de receptores de insulina asi como su afinidad por la glucosa e incrementar el nimero de
transportadores de glucosa (GLUT 4) (Das, 2006). Lo anterior sugiere que la composicion
de los acidos grasos altera la sensibilidad a la insulina, indicando que un alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados en la membrana plasmatica mejora la sensibilidad a la insulina

y una disminucion en el contenido de AGPIs provoca un efecto contrario.

Las elongasas, desaturasas, fosfolipasas, y las lisofosfolipido acil transferasas son las

enzimas responsables en la regulacion de la composicion de &cidos grasos de las membranas.
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Ya que la afinidad de algunas de estas enzimas estan estrechamente influenciadas por el
ambiente lipidico que las rodea, es probable que un cambio en la composicion de las
membranas (en especifico del contenido de acidos grasos -3 y w-6) pueda influir de manera
relevante en el mantenimiento de la fluidez y la actividad enzimatica (Hulbert et al., 2005).
Al parecer, las modificaciones en la composicion de acidos grasos, fosfolipidos y en el
contenido de -3 y »-6 en la membrana pueden afectar la fluidez y regular los diferentes
procesos bioquimicos que en ésta se realizan, generando anormalidades en la célula y
contribuyendo al desarrollo de diferentes trastornos metabolicos (Delany et al., 2000). Los
autores antes referidos, indican que el mantenimiento de la fluidez membranal es esencial
para el buen funcionamiento de las células y los procesos que se llevan a cabo en la bicapa
lipidica. Asimismo, la composicidn de acidos grasos parece contribuir no sélo a la regulacion
de la fluidez, sino también al funcionamiento de las mitocondrias. Al respecto los AGPIs o-
3 parecen tener un papel importante en la bioenergética mitocondrial Sin embargo ain no

quedan del todo claro cuéles son los mecanismos por los que llevan a cabo sus efectos.
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2. OBJETIVO

El objetivo general del presente estudio fue determinar el efecto del &cido alfa
linolénico (ALA) sobre las propiedades fisicoquimicas de membranas de mitocondrias de
higado de ratas Wistar y su repercusion en la actividad mitocondrial durante el desarrollo de

la diabetes.

2.1 Objetivos particulares

e Determinar el efecto del acido alfa linolénico (ALA) sobre el metabolismo de
carbohidratos y lipidos midiendo la concentracion de glucosa, triglicéridos y

colesterol sanguineos en un modelo de DM2 en ratas Wistar.

e Evaluar si el consumo de oxigeno y el control respiratorio de mitocondrias de higado
de ratas Wistar se ve afectado durante el desarrollo de la diabetes y/o con el
suplemento de ALA a 1, 3y 6 meses de edad

e Analizar el efecto de la diabetes y/o el suplemento de ALA sobre la composicion de
acidos grasos de mitocondrias de higado y su repercusion en la respiracion

mitocondrial

e Analizar la fluidez de membranas mitocondriales de higado en tres regiones
diferentes de la membrana (intermedia, nucleo y superficie) haciendo uso de tres
monitores fluorescentes: dipirenilpropano (DPiP), difenil hexatrieno (DPH) y
trimetilamonio difenil hexatrieno (TMA-DPH).

e Caracterizar termotropicamente a las membranas de mitocondrias de higado y

conocer las energias de activacion y la temperatura de transicion de fase.

e Evaluar si durante el desarrollo de la diabetes incrementa la lipoperoxidacion en
membranas mitocondriales de ratas Wistar.
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3. MATERIAL Y METODOS

Los reactivos y solventes utilizados en esta investigacion 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 metil-ésteres se adquirieron
de Sigma-Aldrich con una pureza minima del 98%. Los monitores utilizados para medir la
fluidez membranal: dipirenilpropano (DPiP), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 1-[4-
(trimetilamino)fenil)]-6-fenil- 1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), fueron obtenidos de Molecular
Probes. Las capsulas de aceite de linaza (Flax seed oil) que contienen el &cido a linolénico
fueron obtenidas de la tienda de suplementos alimenticios General Nutrition Center (GNC)

y se analizaron mediante cromatografia de gases para saber su composicion de acidos grasos.

3.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio
(aprox. 22°C, 12 h luz, 12 h oscuridad). Se generdé un modelo de diabetes tipo 2 en neonatos
de 48 h. mediante una inyeccion intraperitoneal con una dosis Unica de estreptozotocina
(STZ) de 135 mg/kg de peso corporal en amortiguador de citratos pH 4.5 A las ratas neonatas
control se les inyectd Unicamente amortiguador de citratos. Las ratas se destetaron a las 4
semanas de edad y cada grupo se dividi6 en dos, a uno de ellos se le dio aceite de linaza (con
alto contenido de acido alfa linolénico) como suplemento (125 mg de aceite de linaza/kg de
peso corporal) y al otro no, de esta manera quedaron cuatro grupos de ratas: Control (C),
Diabético (STZ) Diabético con ALA (STZ-ALA) y Control con ALA (C-ALA)

Durante la lactancia se hizo el seguimiento de la glucosa sanguinea y el peso corporal
cada tercer dia. Al destete se realizaron estas cuantificaciones semanalmente. La medicion
de la concentracion de la glucosa sanguinea se realizd mediante tiras reactivas en un
glucémetro de la marca Accu-chek active®, las mediciones mensuales de colesterol y
triglicéridos sanguineos se realizaron utilizando tiras reactivas en un multiparamétrico de la

marca Accutrend®.
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Al mes de vida se realizé una curva de tolerancia (previo al inicio del tratamiento)
con el fin de observar la respuesta del pancreas (secrecion de insulina) al estimulo de glucosa.
Se utilizd dextrosa a una concentracion de 2 g/kg de peso corporal. Previo a la administracion
de la dextrosa se obtuvo la concentracion basal de la glicemia. Posteriormente se aplicé la
dosis de dextrosa mediante canula esofagica y se realizaron las mediciones de glucosa
sanguinea cada 30 min hasta los 150 min (2 horas y media). Para ello nuevamente se utiliz6
un glucémetro de la marca Accu-chek active®.

El sacrificio de al menos 4 animales se realiz6 a 1, 3 y 6 meses de edad. Las ratas
fueron anestesiadas con pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg de peso corporal. La
sangre se extrajo por puncion cardiaca con agujas y tubos Vacutainer. La sangre se deposito
en tubos de quimica sanguinea de 10 ml, se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 10 minutos
en una centrifuga marca Hermle Z206 A. El suero obtenido se deposité en tubos Eppendorf
y se congel6 a -70 °C para las cuantificaciones de colesterol y triglicéridos. Asimismo, se
removié el higado y se depositd en un recipiente que contenia solucién salina para su uso

inmediato en el aislamiento de mitocondrias.

3.2 Quimica sanguinea

Colesterol en suero: Para determinar la concentracion de colesterol total en suero se
utilizé un kit comercial (SpinReact). Se desarrollé una curva con estandar de colesterol en el
intervalo de 0 a 20 pg/dl. Se tomaron por duplicado, 10 ul de suero y se adicion6 1 ml del
reactivo para determinar el colesterol de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(SpinReact). Se permitié el desarrollo de color incubando a temperatura ambiente durante 10
min. Finalmente, se leyé la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una

longitud de onda de 505 nm en un espectrofotémetro Genesys 20 de Thermo Scientific.

La cuantificacion de colesterol por esta técnica se basa en la reaccion de la colesterol
esterasa que libera el colesterol de acidos grasos esterificados de la colesterol oxidasa que
produce 4-colestenona + H2O». En presencia de peroxidasa el H20-, reacciona con fenol +

4-aminofenazona, dando lugar a un compuesto colorido.
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Triglicéridos en suero: Para determinar la concentracion de triacilgliceroles en suero
se utilizé un kit comercial (SpinReact). Se desarroll6 una curva con estandar de triglicéridos
en el intervalo de 0 a 20 pg/dl. Se tomaron, por duplicado, 10 ul de suero y se adicion6 1 ml
del reactivo para determinacion de triglicéridos de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (SpinReact). Se permitio el desarrollo de color incubando a temperatura ambiente
durante 10 min. Finalmente, se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 505 nm en un
espectrofotometro Genesys 20 Thermo Scientific. La cuantificacion de triglicéridos mediante
esta técnica se basa en el mismo principio de formacion de hidroperoxidos y desarrollo de
una reacciéon colorida, descrito para colesterol, con la diferencia de formacion de

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

3.3 Aislamiento de mitocondrias y determinacion del consumo de oxigeno

Se removieron los higados y a partir de estos se obtuvieron las mitocondrias. Los
organos fueron depositados en recipientes con una solucion de aislamiento que contenia
sacarosa 250 mM, Hepes 10 MM y EGTA 1 mM ajustado a un pH de 7.3. Posteriormente los
higados fueron triturados y homogenizados en frio en un homogenizador Potter-Elvehjem
con el mismo medio y centrifugados 10 minutos a 2,500 r.p.m. El sobrenadante se filtrd en
gasa, se depositd en tubos limpios y se centrifugé 10 minutos a 10,000 r.p.m. en un rotor
F15-6x100y Thermo Scientific. Nuevamente se decantd el sobrenadante y la pastilla fue
removida cuidadosamente e incubada en un medio que contenia sacarosa 250 mM, Hepes 10
mM y albumina libre de acidos grasos al 0.1% durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo,
se centrifugd de nuevo durante 10 minutos a 10,000 r.p.m. Finalmente se removid la pastilla
que contenia la fraccion mitocondrial y se depositd en tubos Eppendorf los cuales se

mantuvieron en frio.

El consumo de oxigeno mitocondrial se determind mediante oximetria polarografica
con un electrodo tipo Clark. Se obtuvieron las graficas de consumo de oxigeno y se
cuantificaron los nanomoles de oxigeno/mg proteina en estado basal (estado 4). Asimismo,

se cuantificaron los nanomoles/mg proteina que se consumieron por cada nanomol de ADP
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adicionado (estado 3). Se calculd el control respiratorio con base al cociente de las pendientes

obtenidas de los trazos del oximetro de los estados 3 y 4.

3.4 Extraccion de lipidos totales de mitocondrias de higado

Los lipidos de las mitocondrias fueron extraidos de acuerdo al procedimiento de Bligh
y Dyer (1959) y Ames (1968) como se describe en Pérez-Hernandez et al., 2010 para
fantasmas de eritrocitos. El procedimiento se describe a continuacion: se tomaron las
mitocondrias (2mg prot), se depositaron en un homogenizador Potter-Elvehjem, se adicion6
una mezcla de metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8 relacion volumen) y se homogenizo.
Después de la adicion de la mezcla de solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se
adiciond un volumen de cloroformo y uno de agua y se volvié a homogenizar brevemente.
Después el homogenado se centrifugd a 2500 r.p.m a 8°C durante 5 minutos en una centrifuga
Z206 A marca Hermle y se obtuvo un sistema de dos fases. Se eliminé la fase acuosa y se

colecto la cloroférmica. Despues se evaporo6 el solvente bajo una corriente de nitrégeno.

3.5 Metilacion de acidos grasos de mitocondrias de higado

Los metil ésteres de los &cidos grasos se prepararon esencialmente como describen
Morrison y Smith (1964). Las reacciones de derivatizacion se realizaron en viales de vidrio
de 4 ml en los cuales se evaporaron entre 50 y 200 pg de lipidos a sequedad bajo una corriente
de gas de nitrégeno. Después de la adicion de 0.5 ml de reactivo de trifluoruro de boro (BF3)
al 14% en metanol, se generd una atmosfera de nitrégeno y se cerrd el vial con una tapa de
rosca y disco inerte de silicon con cubierta de teflén. Se calentd por 30 min. a
aproximadamente 92 °C en bafio de agua. La muestra se enfrid a temperatura ambiente, el
vial se abri¢ y se afadieron dos volimenes de hexano y un volumen de agua, se agitd
vigorosamente y se formo un sistema de dos fases, los metil ésteres se extrajeron de la fase
organica. Se evaporod el hexano bajo una corriente de nitrégeno y los metil ésteres de los
acidos grasos se almacenaron a -70 °C y protegidos de la luz hasta su posterior analisis por

cromatografia de gases.

29



3.6 Analisis de la composicion de acidos grasos de mitocondrias de higado

Los acidos grasos transesterificados se resuspendieron en n-hexano grado HPLC. Los
metil ésteres se analizaron en un cromatografo de gases Clarus 500 Perkin Elmer controlado
por computadora, equipado con un inyector capilar “Split/splitless” y detector de ionizacion
de flama (FID). Los metil ésteres de los &cidos grasos se separaron en una columna capilar
Omegawax (0.25 mm de diametro interno y 0.25 mm de grosor) de 30 metros de longitud.
Se utiliz6 nitrégeno de alta pureza como gas de acarreo. 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
determind por comparacién de los tiempos de retencion y por anélisis de las areas bajo los

picos.

3.7 Analisis de la fluidez membranal de mitocondrias de higado

Para la determinacion de la fluidez membranal se utilizaron tres monitores
fluorescentes: DPiP, DPH y TMA-DPH. EI microambiente que cada monitor puede percibir
es diferente ya que los monitores utilizados se ubican en diferentes regiones de la membrana
El DPIP se ubica preferencialmente en la regién intermedia de la monocapa lipidica, el DPH
se localiza en el niucleo de la bicapa de fosfolipidos y el TMA-DPH se ubica

preferencialmente en la region polar.

El DPiP fue incorporado en las membranas mitocondriales. Se tomé el volumen
necesario de mitocondrias y se depositaron en tubos eppendorf. A partir de una solucion de
DPIiP 89 uM en etanol se inyectaron 5 ul del monitor fluorescente a las membranas, al mismo
tiempo se mantenia en agitacién con vortex, todo lo anterior se realiz6 en condiciones de
poca luz, ademas las muestras se mantuvieron en hielo. Luego de adicionar el DPiP las
membranas fueron sonicadas en bafio a temperatura ambiente durante 1 minuto. Una vez
inyectado el DPiP las muestras se mantuvieron en incubacion en cuarto frio con agitacion
constante durante 24 horas para asegurar la incorporacion del monitor fluorescente. Al dia

siguiente nuevamente se sonicaron las muestras en bafio durante 1 minuto y se
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resuspendieron en solucion de aislamiento de mitocondrias a un volumen final de 3 ml. La
concentracion final de DPiP fue 0.15 mM y con una relacion molar de fluoréforo/fosfolipido
de 1:2500.

Las mediciones de fluidez se realizaron a diferentes temperaturas partiendo de los 10
°C y llegando hasta los 60 °C, en un espectrofluorémetro LS55 Perkin-Elmer conectado a un
bafio recirculante con termostato. Las fluorescencia del DPiP para mondmero fue de 379 nm
y para excimero de 480 nm. A partir de las intensidades de fluorescencia de excimero (le) y
monomero (I/m) obtuvimos el cociente le/Im,el cual es directamente proporcional a la fluidez

de la membrana.

Las mediciones con los monitores DPH y TMA-DPH se realizaron como se describe
en Waczulikova et al., (2007) con algunas modificaciones: Se tomaron 0.5 mg proteina/ml
de la suspensién de mitocondrias, posteriormente se incorpor6 el DPH o TMA-DPH. Las
membranas fueron incubadas en cuarto frio con agitacion 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 0.25 mM. Las mediciones de polarizacion de fluorescencia se realizaron a diferentes
temperaturas, a partir de 10 °C hasta 60 °C en el mismo espectrofluorémetro Perkin-Elmer
LS55 conectado a un bafio recirculante con termostato. Ambos fluoréforos fueron excitados
a 365 nm, la emision del DPH fue detectada a 430 nm y a 425 nm en el caso del TMA-DPH.

3.8 Determinacion de Malondialdehido (MDA) por método de TBARS

Se cuantificd la concentracion de malondialdehido (MDA) como indice de
lipoperoxidacion (Ohkawa et al., 1979) en membranas mitocondriales. Para la determinacion
de las especies reactivas al &cido tiobarbiturico (TBA) se tomaron 500 pl de la solucién de
mitocondrias y se depositaron en tubos Falcon. Después se afiadié 200 ml de SDS al 0.8%,
1.5 ml de &cido acético al 20% (ajustado a pH de 3.5) y solucion de TBA al 0.8%. Asimismo,
se afladio hidroxitolueno butilado (0.01%) para evitar la auto-oxidacion de las muestras.

Posteriormente los tubos se calentaron en bafio de aceite a 95°C durante 60 min. Transcurrido
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este tiempo, los tubos se enfriaron y se agregaron 1 ml de agua destilada y 5 ml de solucion
butanol: piridina (15:1 vol/vol). Inmediatamente se centrifugaron los tubos a 4000 r.p.m.
durante 10 min. Se recuper0 la fase superior (fase lipidica) y se leyd en espectrofotometro a

532 nm. El resultado se expresé en nmoles de MDA/mg prot mitocondrial.

3.9 Analisis estadistico

Los parametros se obtuvieron de al menos 4 ratas por grupo. Se utilizé una prueba de

Tukey para el anélisis estadistico de los datos con una p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal y glucosa sanguinea

Durante la lactancia, se obtuvieron las concentraciones de glucosa sanguinea y la
ganancia de peso corporal. A los 5 dias de nacidos (3 dias después de la inyeccion de STZ)
los animales inducidos a diabetes (STZ) mostraron una concentracion elevada de glucosa en
sangre (Fig. 6A). La glicemia alcanzo los 320 mg/dl, significativamente mas alta con
respecto al grupo control que a esa misma edad mostré una glicemia de 85 mg/dl. Al paso de
los dias notamos una paulatina disminucion de la glucosa sanguinea del grupo STZ, llegando
a los 188 mg/dl a los 15 dias de vida, no obstante incrementd ligeramente a los 20 dias

manteniéndose en los 210 mg/dl promedio hasta llegar a los 30 dias de vida.
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Fig. 6. A) Concentracion de glucosa sanguinea y B) peso corporal en neonatos control y
ratas diabéticas durante el primer mes de vida n=8 (*p < 0.05).

En el caso del grupo control, la glicemia se mantuvo en concentraciones basales (90
mg/dl promedio) sin grandes variaciones durante los primeros dias de vida. A los 30 dias de
nacidas la glicemia de estos animales fue de 102 mg/dl.

En lo que respecta a la ganancia de peso corporal en la figura 6B observamos que en
los animales diabéticos la ganancia de peso fue significativamente mas baja con respecto a

su contraparte normoglicémica. Al tercer dia posterior a la induccion de diabetes, el peso
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corporal fue de 11.4+1.9 g, sin diferencias significativas con respecto al grupo control
(12.8+2.1 g). Es hasta el décimo dia cuando los animales diabéticos muestran una menor
ganancia en el peso corporal (32% menos) con respecto al grupo control. Esta tendencia se
mantuvo durante toda la lactancia llegando a los 30 dias de nacidas en donde el grupo
diabético tuvo un peso promedio de 85.245.9 g, es decir un 21% menos con respecto a los
animales control (108.3+3.4 g). Es evidente que desde los primeros dias de vida, la condicién

patoldgica de los animales diabéticos repercutio severamente en la ganancia de peso.

Al destete se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa con la intencién de conocer
la capacidad de los animales para metabolizarla (Fig. 7). Al administrar la dextrosa,
observamos que el grupo diabético alcanzé una concentracion de 295+38 mg/dl (95 mg/di
arriba de su basal) mientras que en el grupo control la concentracion fue de 180+12 mg/dl
(91 mg/dl arriba de su basal). Es evidente que, desde el inicio de la prueba, los animales
diabéticos tuvieron la glicemia mas alta, y aunque al parecer tienen la capacidad de
metabolizarla en ningin punto de la curva llegan a concentraciones basales. Al término de la

prueba, los animales diabéticos tuvieron una concentracion de 219+16 mg/dl.
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Fig. 7. Curva de tolerancia a la glucosa a diferentes tiempos en ratas C y STZ al mes de
vida. n=5 (*p < 0.05).

34



Observamos que al paso de los minutos en el grupo C disminuyé gradualmente su
glucosa y al término de la curva llegd a su concentracion basal (101+10 mg/dl). Con lo

anterior podemos ver que se logré generar el modelo de DM2 en las ratas Wistar.

Como ya se menciono, se realizo un seguimiento de la concentracion de glucosa de
los diferentes grupos de ratas Wistar. En la Fig. 8A se observa que en las ratas control la
concentracion de glucosa fue de 100+12 mg/dl en promedio durante los 6 meses de
experimentacion. Al recibir Gnicamente la inyeccion con el buffer de citratos no se esperaban
grandes variaciones en la glicemia en este grupo de animales. Por otro lado, en los animales
diabéticos se observo que al mes de edad y al destete de estos animales, la concentracion de
glucosa fue de 210+40 mg/dl. La glicemia se mantuvo oscilando entre los 210+40 y 270+52
mg/dl hasta los 4 meses de vida, sin embargo a los 5 meses incrementd severamente

alcanzando los 408+101 mg/dl manteniéndose asi hasta los 6 meses de edad.
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Fig. 8. Concentracion de glucosa sanguinea en A) grupo control y B) en el grupo STZ a
diferentes edades. n=5

Con respecto a los animales inducidos a diabetes y suplementados con ALA (STZ-
ALA) se observaron datos interesantes (Fig. 9A). Este grupo de animales tuvo una
concentracion elevada de glucosa al mes de edad (210+40 mg/dl). A partir de ese momento
se comenz0 a suplementar a dicho grupo. A los dos meses de edad se observa que la glicemia

se mantiene sin grandes variaciones (214+28 mg/dl), sin embargo a los 3 meses de edad (2
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meses de suplementacion) la glicemia disminuyd considerablemente, llegando a 150+13
mg/dl. En la misma figura se puede observar que durante el tratamiento dicha concentracion
continud disminuyendo hasta los 6 meses de edad llegando a concentraciones basales
(102+20 mg/dl). No obstante, en el caso de los animales normoglicémicos (C-ALA)

encontramos un resultado inesperado.
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Fig. 9. Concentracion de glucosa sanguinea de los animales suplementados con ALA a
diferentes edades. A) STZ-ALA y B) ALA n=5

En la figura 9B se puede observar que la concentracion de glucosa en el grupo C-
ALA fue de 109+7 mg/dl al mes de edad. En ese momento comenzé la suplementacion y
posteriormente se observd una ligera disminucion de la glicemia a los 2 y 3 meses de edad
(8845 y 86+6 mg/dl). Sin embargo, a los 5 y 6 meses de vida hubo un notable incremento

de la glucosa (14048 y 159+6 mg/dl respectivamente).

Al comparar las glicemias entre el grupo control y el grupo C-ALA (Fig. 10) se
observa de manera notoria el incremento en la concentracion de glucosa en el grupo C-ALA.
Estos datos son relevantes ya que en la literatura se ha indicado principalmente que los
suplementos de AGPIs omega-3 suelen tener efectos hipoglucemiantes después de un
periodo de ingesta. Sin embargo nuestros datos apuntan a que en condiciones normales, es
decir sin el desarrollo de alguna enfermedad, los AGPIs ®-3 no parecen ser del todo

benéficos.
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Fig. 10. Comparacién de la glucosa sanguinea en el grupo Control y el grupo ALA durante
los 6 meses de experimentacion. n=5 *p < 0.05 en relacion al grupo control.

En la figura 11 se muestran los cambios ocurridos en los grupos de Wistara 1,3y 6
meses de edad. Observamos claramente que las ratas diabéticas alcanzaron una concentracion
de glucosa mas alta con respecto al grupo control, la cual se mantuvo asi hasta los 6 meses
de vida. Asimismo se observa que el grupo STZ-ALA tuvo un control de la glicemia a los 3
meses de edad, llegando a concentraciones basales y manteniéndose asi hasta los 6 meses de
vida. En la misma figura también se observa incremento significativo de la concentracion de
glucosa en el grupo C-ALA con respecto al grupo C y al grupo STZ-ALA, probablemente

como consecuencia del suplemento.
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Fig. 11. Concentracion de glucosa en los grupos de ratas Wistar a 1, 3 y 6 meses de edad.
n=5 *p < 0.05 en relacién al grupo control.

La ganancia de peso corporal en los cuatro grupos de animales se muestra en la figura
12A. Se observa que al destete los animales presentan diferencias significativas en la
ganancia de peso corporal (102+3.4 g y 90+5.9 g control y diabéticas respectivamente) las
cuales se fueron acentuando con el paso del tiempo. En las STZ la ganancia de peso a los 3
y 6 meses de edad fue de 330+28 g y 420+19 g respectivamente, menor con respecto a la del
grupo control que fue de 414 gy 602 g a los 3 y 6 meses de vida. Al analizar estos datos y
compararlos con las glicemias de la Fig. 12B se observa que el incremento de la glucosa
sanguinea repercute en una menor ganancia de peso y que el control de la glicemia en las
STZ-ALA da como resultado una ganancia de peso similar al grupo control a los 3 y 6 meses
de edad.
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Fig. 12. Peso corporal y concentracion de glucosa sanguinea de los grupos de ratas Wistar
durante los 6 meses de vida. n=5 *p < 0.05 en relacién al grupo control.

4.2 Colesterol y triglicéridos

Al medir el colesterol y triglicéridos de los animales normoglicémicos, diabéticos
y/o suplementados con ALA encontramos los siguientes resultados:
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Fig. 13. Concentracion de lipidos sanguineos en ratas Wistar a 1 mes de edad (previo al
tratamiento) y a 3 y 6 meses de edad (2 y 5 meses de tratamiento) A) Contenido de
colesterol y B) de triglicéridos n=5 p < 0.05 en relacion al grupo control.
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Al mes de edad, no hubo diferencias significativas en la concentracion de colesterol
entre el grupo diabético y el control (158+5 y 149+3 mg/dl respectivamente). Sin embargo,
de forma similar a lo observado en la glicemia (Fig. 7B) al paso de los meses incremento
notablemente la concentracion de colesterol en los animales diabéticos alcanzando los 198+7
mg/dl a los 6 meses de edad (Fig. 13 A). El grupo STZ-ALA mostré un incremento
significativo de colesterol a los 3 meses de edad, con una concentracion de 179+6 mg/dl. Sin
embargo, se observd una disminucion significativa en la concentracion de colesterol (166+6
mg/dl) a los 6 meses de vida, alcanzando valores similares al control, probablemente como
consecuencia del suplemento. En el grupo C-ALA se puede ver un ligero incremento de la

concentracion de colesterol, sin embargo no fue significativo.

La concentracion de triglicéridos fue significativamente mas alta en los animales
diabéticos desde el primer mes de vida (1755 mg/dl) con respecto al grupo control (122+3
mg/dl) (Fig. 13 B). En la misma figura se observa que dicho pardmetro incremento
considerablemente con el desarrollo de la diabetes ya que en este grupo los triglicéridos
fueron de 255+7 mg/dl a los 6 meses de vida. Caso contrario, las ratas control tuvieron una
menor concentracion a las mismas edades. En este estudio corroboramos que el suplemento
de ALA control6 la concentracion de triglicéridos sanguineo en las STZ-ALA a los 6 meses
de vida. A esta edad las STZ-ALA tuvieron 162+6 mg/dl de triglicéridos, significativamente

mas bajo con respecto a las ratas diabéticas y las ratas control.

En el caso de los animales del grupo C-ALA, se observan variaciones en el contenido
de triglicéridos sanguineos durante los meses de experimentacién. Por una parte, a los 3
meses de edad disminuyd de manera significativa en comparacion con los grupos restantes
(Fig. 13B) Sinembargo, posteriormente increment de manera severa, alcanzando los 220+8
mg/dl, una concentracion similar a la encontrada en los animales diabéticos a los 6 meses de

vida.

Observamos que el suplemento de ALA suministrado a los animales inducidos a
diabetes tuvo un efecto hipolipidémico a los 6 meses de edad (Fig. 13), ademas de controlar

la glicemia (Fig. 9 y 13), y las concentraciones sanguineas de colesterol y triglicéridos. Sin
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embargo, en los animales normoglucémicos suplementados con ALA los efectos parecen ser
contraproducentes pues se detectd un incremento en la glucosa y triglicéridos sanguineos a
los 6 meses de edad (Fig. 10 y 13).

4.3 Actividad Mitocondrial

Parte importante del presente estudio fue conocer las modificaciones en la actividad
mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes asi como los posibles efectos de los AGPIs
®-3 para contrarrestar los efectos de dicha patologia. Por tal motivo realizamos las

mediciones del consumo de oxigeno de las mitocondrias a 1, 3 y 6 meses de edad.

Al analizar los datos obtenidos de las mitocondrias de las ratas de 1 mes de edad
observamos que el consumo de oxigeno en el estado 4 (Fig. 14) no present6 diferencias
significativas entre el grupo control y diabético (70+12 y 7445 nAtO/min/mg prot
respectivamente). Sin embargo, tras la adicion de ADP (200 nm), el consumo de oxigeno en
estado 3 de las STZ fue significativamente mayor en comparacién de sus contrapartes
normoglicémicas (223+10 nAtO/min/mg prot. y 18011 nAtO/min/mg prot

respectivamente).
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Fig. 14. Actividad mitocondrial a 1 mes de edad. A) Respiracion en estado 4 y B)
Respiracion en estado 3. n=5 (*p < 0.05).
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A los 3 meses de vida, observamos nuevamente que durante el estado 4 de las
mitocondrias no hubo diferencias significativas entre los 4 grupos de animales (Fig. 15A).
No obstante tras la adicion del ADP fue notorio el incremento en la actividad mitocondrial.
En la figura 15B se observa que los animales diabéticos tuvieron un menor consumo de
oxigeno con respecto al resto de los grupos (83.2+4.6 nAtO/min/mg prot). Es interesante el
hecho de que a los 3 meses de edad los animales diabéticos hayan mostrado un menor
consumo de oxigeno en estado 3 con respecto al grupo control; ya que al mes de vida
(Fig.14B) los animales diabéticos tuvieron mayor consumo. Mé&s adelante, se discutira la
posible relacion entre el consumo de oxigeno y los cambios en la hiperglicemia, la

composicion de acidos grasos y la fluidez membranal.
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Fig. 15. Actividad mitocondrial a 3 meses de edad. A) Respiracion en estado 4 y B)
Respiracion en estado 3. n=5 *p < 0.05 en relacién al grupo control.

Al suplementar a los animales inducidos a diabetes se control6 la glicemia y los
lipidos sanguineos. La Fig. 15B nos muestra que también el ALA parece influir en la
actividad mitocondrial. Al comparar el consumo de oxigeno en el estado 3 de las STZ-ALA
con su contraparte no suplementada (175.6+ y 83.2+ nAtO/min/mg prot respectivamente)
observamos que el consumo de oxigeno fue 112% mayor. De igual manera al comparar el
consumo de oxigeno de las STZ-ALA con el grupo C (175.6+£3.5y 141.2+8.2 nAtO/min/mg
prot) notamos que dicho consumo fue 24% mas alto. Al analizar a las C-ALA observamos

que este grupo tuvo el mayor consumo de oxigeno. El estado 3 fue de 234.4+13.5
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nAtO/min/mg prot, mientras que en el grupo C fue de 141.2+8.2 nAtO/min/mg prot, es decir fue 66%
mas alto en el grupo C-ALA.
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Fig. 16. Actividad mitocondrial a 6 meses de edad. A) Respiracion en estado 4 y B)
Respiracién en estado 3. n=5 p < 0.05 en relacion al grupo control.

Al comparar los resultados de 1 y 3 meses de edad (Fig. 13 B y 14 B) observamos
que las mitocondrias de los animales del grupo STZ consumen una mayor cantidad de
oxigeno tras la adicion del ADP y que a los 3 meses de vida este grupo presentd el consumo
de oxigeno mas bajo. Este efecto se agudiz6 a los 6 meses de vida pues al analizar el consumo
de oxigeno de los animales diabéticos (Fig. 16B) se observa un consumo bajo en el estado 3

(704£8.2 nAtO/min/mg prot) con respecto al grupo control (122+4.6 nAtO/min/mg prot).

A los 6 meses de edad STZ-ALA tuvieron un consumo de oxigeno similar al grupo
control, sin diferencias significativas (111+3.5 y 122+8.2 nAtO/min/mig prot). Por otro lado,
el grupo ALA mostro diferencias significativas durante el estado 4 y 3 (Fig. 16A y B). Su
consumo basal de oxigeno fue més alto que el resto de los grupos y tras la adicion de ADP
se observa un consumo de 251+13.5 nAtO/min/mg prot, muy por encima de los demas

grupos.

Se calculé el control respiratorio con las pendientes obtenidas de los trazos del

oximetro en los estados 3 y 4, para determinar qué tan acopladas se encontraban las
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mitocondrias de los 4 grupos de animales. Para hacer un analisis integral de todos los datos,
se graficaron a las tres edades de estudio (Fig. 17). Los animales STZ iniciaron con un CR
de 3.01+0.03, mientras que el grupo C tuvo un valor de 2.57+0.05, significativamente mas
bajo. Sin embargo, como hemos observado previamente, a los tres meses de vida la actividad
mitocondrial disminuyd drasticamente en los animales diabéticos, lo cual es evidente al
analizar el CR. El valor fue de 1.45+0.09, es decir 52% maés bajo con respecto al ler mes de
vida. Aunque a los 6 meses de vida este valor incrementa ligeramente (1.84+0.1) sigue siendo
muy bajo, lo cual refleja un desacoplamiento de la actividad mitocondrial, muy

probablemente como consecuencia del desarrollo de la diabetes.
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Fig. 17. Andlisis del control respiratorio de mitocondrias de higado de los grupos Wistar a
1, 3y 6 meses de edad. n=5 (*p < 0.05).

Los animales suplementados con ALA mostraron un aumento en el consumo de
oxigeno en el estado 3. Al analizar el CR de los grupos STZ-ALA y C-ALA vy control a la
edad de 3 meses, notamos que este parametro fue mayor significativamente en los animales
suplementados (3.93+0.3, 4,4+0.2 y 3.34+0.3 respectivamente). En el caso de las STZ-ALA
el CR disminuy6 un 44% a los 6 meses de edad al compararlo con el valor obtenido a los 3
meses, mientras que en el grupo C-ALA dicho pardmetro fue el mas alto, con un valor de
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4.35+0.2. Posiblemente, el ALA estimula la actividad de las mitocondrias mediante diversos
procesos como puede ser un incremento en la beta oxidacion (informacion que se discutira
con profundidad mas adelante) asi como en la modificacion de sus propiedades
fisicoquimicas (composicion de acidos grasos y fluidez), las cuales se mostraran a

continuacion.

Hasta este punto hemos hablado sobre las modificaciones metabolicas (glucosa,
colesterol y triglicéridos) durante la diabetes y su posible repercusion en la actividad
mitocondrial. Al analizar los parametros respiratorios de las mitocondrias notamos diversos
cambios asociados a la suplementacion con ALA que podrian estar relacionados con la
fluidez membranal y con la composicion de acidos grasos. Por esta razon se analizaron dichos

pardmetros para conocer su posible participacion en la actividad mitocondrial.

4.4 Composicién de acidos grasos de mitocondrias de higado

En latabla 1 se muestra la composicion de &cidos grasos de las mitocondrias del grupo
control y el grupo diabético. Durante el primer mes de vida ocurrieron diversos cambios.
Para ilustrar dichas modificaciones tomaremos como ejemplo al palmitico, oleico y
docosahexaenoico, que representan a un 4&cido graso saturado, monoinsaturado y

poliinsaturado, respectivamente.
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Tabla 1. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias de higado de ratas Wistar
de 1 mes de edad.

Acidos Grasos C STZ
Palmitico 20.0+1.1 17.1+0.5*
Palmitoleico 0.31+0.2 1.5+0.6*
Estearico 21.9+2.2 20.6+0.7
Oleico 9.4+1.4 12.0+0.4*
Linoleico 17.0+1.6 18.4+0.4
v linoleico 0.1+0.0 0.2+0.0
Araquidodnico 21.4+0.8 20.0£0.7
EPA NI NI
DHA 9.1+0.2 10.1+0.2*
NI 0.7+0.3 0.1+0.1
Ins/Sat 1.4+0.09 1.7+0.04*

EPA: Acido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico.
NI: No Identificado Ins/Sat: Insaturados/Saturados.

n=5 *p< 0.05

En las STZ el acido palmitico tuvo un porcentaje del 17.1+0.5% mientras que en el
grupo C el porcentaje fue de 20+1.1%, Por otro lado, el &cido oleico se encontr6 presente en
las membranas mitocondriales en un 12+0.4% en el grupo diabético y en un 9.4+1.4% en el
grupo control. Finalmente, en el caso del DHA, observamos que el grupo diabético presento
11% mas de dicho acido graso con respecto al grupo control (10.1+0.2 y 9.1+0.2
respectivamente). Estos ligeros cambios afectaron el cociente de insaturacion, en el grupo
diabético. El valor de dicho cociente fue de 1.7+0.04 mientras que en el grupo control fue

significativamente més bajo (1.4+0.09).

En la tabla 2 se muestra la composicion de acidos grasos de las mitocondrias de
higado de ratas Wistar a 3 meses de edad. De manera similar al primer mes de vida,
encontramos variaciones en los porcentajes de diversos acidos grasos. Resulta complicado
hablar de cada uno de esos cambios, por ello tomaremos como referente nuevamente a un

acido graso saturado, un acido graso monoinsaturado y un acido graso poliinsaturado.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias de higado de ratas Wistar
de 3 meses de edad.

Acidos grasos C STZ STZ-ALA C-ALA

Miristico 0.2 +£0.1 0.3+0.1 0.4+0.1 0.3+0.1

Palmitico 18.6+£0.8 20.2+0.2% 19.840.5 19.7+1.4
Palmitoleico 0.1£0.0 0.2+0.1 1.8+0.4* 1.240.3*
Estearico 20.0£1.1 21.6+£0.3 17.6+1.2 18.3+1.4
Oleico 10.2+0.9 8.8+0.4* 13.6£1.7* 10.4+1.6
Linoleico 18.5+0.8 21.6£1.7 20.2+0.5% 19.84+0.8
y Linolénico 0.4+01 0.7+0.3* 0.3+0.1 0.4+0.1

o Linolénico NI NI 0.8+0.1* 1.1+0.1*
Araquidodnico 24.1.0+£0.9  21.5£1.2%* 19.5+1.5* 22.5%1.3
EPA NI NI 0.4+0.1* 0.6+0.1*
DHA 7.3+£0.2 4.840.3* 5.3+0.2% 5.1+0.9*
NI 0.6+0.2 0.3+0.3 0.3+0.1 0.5+0.2

Ins/Sat 1.56£0.04 1.36+0.07* 1.63+0.08 1.59+0.06

EPA: Acido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No
Identificado Ins/Sat: Insaturados/Saturados.
n=5 *p<0.05

En los animales diabéticos el contenido de acido palmitico fue de 20.2+0.2%. Al
comparar este porcentaje con el del primer mes, notamos un incremento del 18%. Ademas,
observamos que dicho acido graso fue mayor en las ratas diabéticas con respecto al grupo

control. En el caso de los animales suplementados no observamos cambios.

Por otro lado, el &cido oleico tuvo un porcentaje menor en las mitocondrias de los
animales diabéticos con respecto al grupo control (8.8+0.4 y 10.2+0.9% respectivamente).
En el caso de las STZ-ALA el porcentaje fue de 13.6+1.7%, 33% mas alto en comparacion

al grupo C. Las C-ALA no presentaron un cambio significativo.

En lo que respecta al DHA observamos algo interesante, este acido graso disminuyo
drasticamente en los animales diabéticos en un 52% de 1 a 3 meses de edad. A los 3 meses
el contenido fue de 4.8+0.3%, significativamente méas bajo con respecto al grupo control que

tuvo un porcentaje de 7.3+0.2. Las modificaciones en el contenido de DHA, oleico y
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palmitico en el grupo STZ pueden ser consecuencia del desarrollo de diabetes. Recordemos
que en el caso de este grupo, a los 3 meses sufren una caida severa de su actividad
mitocondrial (Fig. 15) por lo que no podemos descartar que estos cambios sean un factor a

considerar.

Observamos que en las C-ALA, el DHA se encuentra presente en las membranas
mitocondriales. En las STZ-ALA el porcentaje fue de 0.84+0.1%, mientras que en las C-ALA
fue de 1.1+0.1%. Como consecuencia de la suplementacion, también observamos la
presencia de EPA, recordemos que el ALA es su precursor y por tal motivo tenemos la
presencia de ambos. El porcentaje de EPA fue de 0.4+0.1 y 0.6+0.1% para el grupo STZ-
ALA 'y ALA respectivamente. La tabla 3 muestra la composicion de acidos grasos de higado
de ratas a los 6 meses de edad. Observamos varias modificaciones las cuales pueden ser
consecuencia de al menos uno de estos tres factores: la edad, la diabetes y la suplementacidn

con AGPIs »-3.

Tabla 3. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias de higado de ratas Wistar
a 6 meses de edad.

Acidos grasos C STZ STZ-ALA C-ALA
Miristico 0.0 £0.0 0.2+0.0 0.4+0.1 0.3+0.1
Palmitico 17.3+0.1 17.5+£0.6 20.3+0.7* 20.5+1.8*
Palmitoleico 0.6+0.2 0.5+0.3 1.8+0.7* 1.9+0.5*
Estearico 18.9+0.6 22.3+0.2* 17.2+£2.0 17.3+1.1
Oleico 8.5+0.3 7.6+£0.4* 10.3+0.7%* 11+0.7
Linoleico 20.9+0.9 21.3+£0.7 20.4+1.5 20.2+2.2
v Linoleico 0.4+01 0.4+0.0 0.3%0.1 0.5+0.2
Linolénico NI NI 0.6+0.1%* 1.2+0.3*
Araquidonico 26.0+0.7 20.6+0.3* 21.7+1.4% 20.3+1.6*
EPA NI NI 0.6+0.2%* 0.6+0.1*
DHA 4.7+£0.2 3.5+£0.3* 4.7+0.7 6.0+0.9*
NI 2.0+0.7 1.7+0.3 1.3+0.1 0.2+0.1
Ins/Sat 1.71+0.03 1.4+0.03 1.61+0.04 1.62+0.06

EPA: Acido eicosapentaenoico DHA: Acido docosahexaenoico. Ins/Sat:

Insaturados/Saturados NI: No identificados

n=5 *p< 0.05
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Hemos observado una tendencia al aumento de &cidos grasos saturados y un
decremento de los &cidos grasos insaturados en las membranas mitocondriales de los
animales diabeéticos. Ejemplo de ello el acido estearico, que tuvo un porcentaje de 22.3+0.2%,
mayor con respecto a los grupos restantes. En el caso del DHA, observamos que la
concentracion fue baja en este grupo. Ademas al analizar los cambios ocurridos de 3 a 6
meses notamos que el DHA disminuy6 un 27%. En conjunto estas modificaciones pueden
ser una causa de la baja actividad mitocondrial que se observo en este grupo de animales
(Fig. 17). Asimismo la modificacion en la composicion de &cidos grasos incide en la fluidez
membranal, parametro que mostraremos mas adelante y que definitivamente también

repercute en la actividad mitocondrial.

En los grupos suplementados, observamos que sus membranas mitocondriales
presentan ALA y EPA. En las STZ-ALA el contenido fue de 0.6+0.2% para ambos &cidos
grasos, mientras que en las C-ALA el porcentaje de ALA fue de 1.2+0.3% y de EPA fue del
0.6+0.1%. Haciendo un balance general de los AGPIs »-3 podemos ver que hay diferencias

significativas entre los grupos.
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Fig. 18. Contenido de AGPIs ®-3 (mol %) en membranas mitocondriales de higado de ratas
Wistar a 6 meses de edad. n=5 *p < 0.05 en relacion al grupo control.
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Podemos ver en la figura 18 que el porcentaje de ®-3 en las membranas
mitocondriales de los animales diabéticos fue bajo (3.5+0.3%) en comparacion al grupo
control (4.7+0.2%). Caso contrario, en los grupos suplementados con ALA el porcentaje de
-3 fue significativamente mayor. En las STZ-ALA el porcentaje fue de 5.9+0.5% mientras
que en el grupo C-ALA fue de 7.8+0.3%. Estos datos nos muestran que el ALA proveniente
del aceite de linaza se incorpor6 a las membranas mitocondriales y no sélo eso, parece
promover la sintesis de EPA que de igual manera se ve reflejado en la composicion de acidos

grasos de dichas membranas.
Al obtener la composicion de &cidos grasos de las mitocondrias a 1, 3 'y 6 meses de

edad, obtuvimos el cociente de insaturacion (Ins/Sat). En la figura 19 se muestra los cambios

de dicho cociente durante los meses de experimentacion.
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Fig. 19. Cociente de insaturacion de acidos grasos mitocondriales de higado de ratas Wistar
a1, 3y6 mesesdeedad. n=5p < 0.05 en relacion al grupo control.

Observamos claramente que los animales diabéticos iniciaron con un cociente mas

alto con respecto al grupo control (1.7+0.09 y 1.4+0.04 respectivamente). Sin embargo, es
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evidente la caida abrupta de dicho cociente a los 6 meses (1.4+0.03). Es probable que las
modificaciones metabdlicas (especialmente en lo que respecta a los lipidos), hayan
repercutido gravemente a disminuir el contenido de &cidos grasos insaturados (menor fluidez
membranal) generando a su vez, una disminucion en la actividad mitocondrial, tal como lo
observamos previamente en la figura 17. En el caso del grupo STZ-ALA observamos que a
los 6 meses incrementd el contenido de AGPIs -3, reflejandose en el cociente de
insaturacion. En este grupo, el valor de Ins/Sat fue de 1.61, un 13% mas alto con respecto al

grupo diabético. En el caso de los animales C-ALA el cociente fue de 1.62.

Al analizar la composicién de &cidos grasos nos hemos percatado de los cambios
ocurridos como consecuencia de la edad, la diabetes y el suplemento de ALA. Diversos
estudios han mostrado que el consumo de AGPIs modifica la composicion de las membrana
mitocondriales, incrementando el indice de insaturacion y la fluidez membranal (Jump 2002,
Leonard et al., 2004, Das 2006, Rohrbach 2009; Yu et al., 2013,) repercutiendo en la funcion
de las mitocondrias. La composicion de acidos grasos asi como el grado de insaturacion de
los mismos en los fosfofolipidos es de gran importancia para la regulacion de la fluidez
membranal, la permeabilidad y, por consiguiente de las funciones especializadas de las
membranas mitocondriales. Por ello realizamos las mediciones de fluidez membranal para

conocer su posible participacion y su correlacion con la actividad mitocondrial.

4.5 Fluidez membranal de mitocondrias de higado

Para las mediciones de fluidez membranal a 1 mes de edad utilizamos los monitores
de fluorescencia DPiP, DPH y TMA-DPH con la finalidad de evaluar la fluidez en tres
regiones diferentes: la parte intermedia de la monocapa, el ndcleo y la regidn superficial de
la bicapa lipidica. Las membranas mitocondriales fueron sometidas a un barrido de
temperatura desde los 10 °C hasta 60°C con el objetivo de detectar la transicion de fases (Fase
gel-cristal liquido) y con ello conocer las caracteristicas termotropicas de las membranas

mitocondriales.

51



En la figura 20A observamos que utilizando el DPiP las membranas mitocondriales
del grupo STZ mostraron una mayor fluidez desde el inicio de las mediciones. Al analizar la
composicion de acidos grasos observamos que el cociente de insaturacion fue més alto en
este grupo a la misma edad (Fig. 19), lo cual concuerda con una mayor fluidez membranal.
Relacionando ambos resultados con el control respiratorio (Fig. 17) notamos que un
incremento en la fluidez membranal derivado de la composicion de acidos grasos estd

relacionado con una mayor actividad mitocondrial.
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Fig. 20. Medicion de fluidez membranal de mitocondrias de higado de ratas control y
diabéticas detectadas con los monitores fluorescentes A) DPiP B) DPH y C) TMA-DPH.
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Gréficos de Arrhenius de los analisis termotrdpicos correspondientes. B), D) y E) n=5 (*p
< 0.05).

Cuando analizamos la fluidez membranal con el DPH el cual se ubica
preferentemente en el ndcleo de la bicapa lipidica, observamos nuevamente que las
membranas mitocondriales del grupo diabético presentan una mayor fluidez en esta region.
Sin embargo, pese a que hay diferencias significativas, las diferencias entre ambos grupos
son menores con respecto a lo reflejado con el DPiP. Las mediciones con el TMA-DPH
muestran la fluidez de la region superficial de la membrana. En este caso, observamos que
las diferencias en la fluidez entre ambos grupos fueron minimas (Fig. 20E). Sélo a
temperaturas altas (48 °C) dicho parametro es mayor en los animales diabéticos.

Al parecer el movimiento del TMA-DPH dentro de la membrana esta influenciado
principalmente por las cabezas polares de los fosfolipidos, mientras que el DPiP y el DPH
son mas sensibles a los cambios ocurridos en la composicién de acidos grasos. En conjunto,
estos resultados nos dan una gran informacion de lo acontecido en las membranas por los

cambios generados con el desarrollo de la diabetes.

Las mediciones de fluidez membranal con los diferentes monitores se analizaron
mediante los gréaficos de Arrhenius y se obtuvieron las energias de activacion de las fases de
las membranas mitocondriales. Observamos que al utilizar el DPiP y el DPH se aprecian los
puntos de inflexion (Fig. 20 B y D), los cuales reflejan la transicion de fases de las
mitocondrias de ambos grupos. Sin embargo, cuando se realizaron las mediciones con el
TMA-DPH (Fig. 20F) no se detecto la transicion de fases.
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Tabla 4. Energias de activacion y temperaturas de transicion de fase gel y cristal liquido de
mitocondrias de higado de ratas Wistar a 1 mes de edad. n=5 (p < 0.05).

Grupo Energia de activacion Temperatura de transicion
(Kcal/mol) de fase (°C)
Gel Cristal- Liquido
DPiP Control 18.2+1.8 3.37+0.6 45+1.4
STZ 14.3+1.3* 3.91+0.4 38+1.5*
DPH Control  1.74+0.05 0.91+0.04 45+1.4
STZ 1.61+0.03* 0.74+0.08 45+1.6
TMA- Control  1.72+0.07 ND ND
DPH
STZ 1.54+0.08 ND ND
ND: No detectada
n=5 *p< 0.05

En la tabla 4 se muestran las energias de activacion evaluada con los tres monitores
de fluidez membranal. En la misma tabla podemos ver que la energia de activacion fue
significativamente menor en los animales diabéticos en fase gel respecto al grupo control
detectada por el DPiP (14.3+1.3y 18.2+1.8) y con el DPH (1.74+0.05 y 1.61+0.03). Notamos
que el DPiP parece ser mas sensible a la transicion de fases, debido a que el microambiente
que percibe un monitor, puede ser distinto al que percibe otro. Los monitores utilizados se
insertan en diferentes zonas de las membranas. En el caso del DPiP se ubica
preferencialmente en la region intermedia de la monocapa de lipidos, mientras que el DPH

se localiza preferencialmente en el nucleo de la bicapa.

Respecto a la temperatura de transicion de fases, encontramos que en las membranas
mitocondriales de los animales diabéticos ésta fue significativamente mas baja con respecto
al grupo control. Con el DPIiP, la temperatura de transicién en el grupo STZ fue de 38.5+1.5°C
mientras que el grupo control tuvo una temperatura de transicion de 45+1.4°C. En el caso del
DPH la temperatura de transicion fue de 45 °C en ambos grupos mientras que con el TMA-

DPH no se detect6 transicion de fases.
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En la figura 21A se muestra la fluidez membranal a los 6 meses de edad. Las
mitocondrias del grupo diabético fueron significativamente menos fluidas al compararlas con
el grupo control. Observamos que lo ocurrido al primer mes, donde los animales diabéticos
presentaron una mayor fluidez membranal, se revierte completamente. A los 6 meses de vida,
el Ins/Sat también fue bajo, de tal manera que la fluidez observada podria ser consecuencia
de las modificaciones en la composicion de &cidos grasos, derivadas de la diabetes. Es
interesante recordar que a esta edad, también el acoplamiento de las mitocondrias fue mas
bajo en el grupo STZ (Fig. 17) lo que refleja la relacion existente entre la respiracion

mitocondrial y la fluidez de las membranas mitocondriales.
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Fig. 21. Medicion de fluidez membranal a los 6 meses de edad detectada por el DPiP a
diferentes temperaturas A) Mitocondrias de higado del grupo Control y STZ y C) Grupo
STZ-ALA y ALA. Anaélisis termotrépicos mediante graficos de Arrhenius. B) Grupo
Control y STZ D) Grupo STZ-ALA y ALA. n=5 (p < 0.05).

56



En el caso de los animales del grupo STZ-ALA, observamos que la fluidez
membranal fue significativamente mas baja con respecto al grupo C-ALA (Fig. 21C). Sin
embargo si comparamos los valores de ambos grupos con el control, notamos que no hay
diferencias significativas. EI grupo STZ mostr¢é la fluidez mas baja con respecto a todos los

grupos.

Para hacer un analisis mas claro de los cocientes de insaturacion y de fluidez
membranal se muestran los valores de Ins/Sat y los valores de le/Im (obtenidos a 38 ° C) de

los cuatro grupos a los 6 meses de vida en la figura 22 Ay B.

A B
1.8 q 1.2 4
T
T
1.0
T T,
1.6
k]
8 £ o3
) [}
g K]
*
1.4 *
0.6 -
1.2 r . 0.4 . 4
Control STZ STZ-ALA ALA Control STZ STZ-ALA ALA

Fig. 22. A) Cociente de insaturacion de acidos grasos de membranas mitocondriales a 6
meses de edad. B) Fluidez membranal (38 ° C) por el monitor de fluorescencia DPyP en
membranas mitocondriales a 6 meses de edad. n=5 p < 0.05 en relacion al grupo control.

Observamos que en ambos parametros, los animales STZ tuvieron valores bajos, lo
cual refleja una mayor rigidez de sus membranas. En el caso de los animales STZ-ALA, la
fluidez de sus membranas se asemeja a la de los animales normoglicémicos. Con estos
resultados podemos decir que la fluidez de las membranas parece ser dependiente de la

composicion de 4cidos grasos.
Durante la descripcion de los resultados de fluidez membranal se hablé brevemente

de la relacion que puede tener dicho parametro con la actividad mitocondrial, en especifico

con el control respiratorio. Para un mejor anélisis de la relacion de ambos parametros, se
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construyeron graficas de CR e le/lm a 1, 3 y 6 meses de vida. Asimismo, para tener una

mayor precision en el andlisis, las gréaficas fueron realizadas por grupo.
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Fig. 23. Cambios en la fluidez membranal y CR al paso del tiempo (1, 3 y 6 meses de
edad). A) Grupo control B) Grupo STZ n=5 (*p < 0.05).

En ambos grupos (Control y STZ) el control respiratorio mostré un comportamiento
similar al reportado por el DPiP. En el grupo control incrementd la fluidez membranal a partir
de los 3 meses de vida y se mantuvo asi hasta los 6 meses. En el mismo sentido notamos un
incremento en el consumo de oxigeno al paso del tiempo. Caso contrario lo observamos en
las membranas mitocondriales de los animales diabéticos, donde la fluidez membranal
disminuy6 drasticamente a los 3 meses de edad, haciéndose ain mas rigidas las membranas
a los 6 meses (Fig. 23). Dichas modificaciones repercutieron severamente en el consumo de

oxigeno mitocondrial llevando a un decremento en el control respiratorio.

Al realizar el mismo andlisis comparativo en los grupos suplementados con ALA
(Fig. 24) encontramos resultados similares a los grupos anteriores. En el caso del grupo C-
ALA observamos un aumento en la fluidez membranal a los 3 meses de edad, el cual
disminuye ligeramente a los 6 meses. El control respiratorio mostré una cinética muy
parecida a la reportada por el DPiP, reflejando la relacién que hay entre la fluidez y el

consumo de oxigeno mitocondrial.
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Fig. 24. Cambios en la fluidez membranal y CR en los grupos suplementados con ALA al
paso del tiempo (1, 3 y 6 meses de edad). A) Grupo C-ALA B) Grupo STZ-ALA n=5 (*p <

0.05).

4.6 Lipoperoxidacion en mitocondrias de higado

Durante la diabetes se promueve un incremento de estrés oxidativo, lo que puede

afectar diversos procesos celulares. Las membranas mitocondriales parecen ser afectadas por

un incremento de especies reactivas de oxigeno. Este proceso puede desencadenar oxidacién

de los lipidos de las membranas y consecuentemente, afectar la funcionalidad de dicho

organelo. Se determind la lipoperoxidacion de membranas mitocondriales durante el

desarrollo de la diabetes (Fig. 25A y 25B).
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Fig. 25. Lipoperoxidacién en membranas mitocondriales durante el desarrollo de la diabetes
y/o con el suplemento de ALA (A) 1 mes de edad y (B) 6 meses de edad.
n=5 *p < 0.05 en relacién al grupo control.

La Fig. 25A muestra las concentraciones del MDA al mes de vida, en ella
observamos que no hubo diferencias significativas entre ambos grupos (0.4+0.04 y 0.5+0.08
control y diabéticas respectivamente). Sin embargo, estos datos sugieren una ligera tendencia
al incremento de lipoperoxidacion en los animales diabéticos, lo cual se confirma al realizar
las mediciones a los 6 meses de vida. En la Fig. 25B se observa claramente el aumento en el
contenido de MDA en las mitocondrias de los animales diabéticos (2.6+0.2) con respecto al

grupo control (0.9+0.09).

Cuando se determind la concentracion de MDA en los animales suplementados, se
obtuvieron resultados interesantes. En el caso del grupo STZ-ALA, se observa una
concentracion baja, similar a la del grupo control (0.7+0.09 y 0.9+0.09). Es probable que al
controlar la glicemia como resultado de la suplementacién con ALA en este grupo de
animales se refleje una disminucion en los procesos de lipoperoxidacion y por tal motivo
haya una baja concentracion de MDA. Por el contrario, en el grupo C-ALA la
lipoperoxidacion parece exacerbarse, ya que el contenido de MDA fue de 1.5+0.11,
ligeramente mas baja que en los animales diabéticos, pero significativamente mayor que en

el grupo control.
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5. ANALISIS Y DISCUSION

5.1 Desarrollo de diabetes tipo 2

Actualmente, la diabetes es un problema de salud que afecta alrededor de 415
millones de personas alrededor del mundo. Se estima que para el afio 2040 este numero
incremente a 642 millones de personas (IDF Diabetes Atlas 2015). La DM2 genera una alta
mortandad y representa una de las principales complicaciones de la obesidad; asimismo esta
asociada a desordenes metabolicos los cuales estdn agrupados dentro del sindrome
metabolico (incluida la dislipidemia, resistencia a la insulina e hipertension) (Flachs et al.,
2014). Por ello es necesario ampliar la informacion referente a esta patologia y contribuir al

conocimiento y consecuente tratamiento.

La DM2 es un sindrome multifactorial que esta relacionada con susceptibilidad
genética y estilo de vida, lo que dificulta el establecimiento de modelos experimentales que
pudieran ayudar al entendimiento de la patogénesis y el desarrollo de nuevos tratamientos
(Zhang et al., 2003). Los modelos de roedores han sido de gran trascendencia para el
conocimiento de la DM2 y de sus complicaciones pues se pueden estudiar los aspectos
fisiologicos, metabolicos y de accion de la insulina. Algunos caracteristicas de las
enfermedades pueden reproducirse en células en cultivo, pero los efectos en el organismo se
observaran solo en el animal vivo, en ese sentido los modelos animales permiten identificar

vias reguladoras y metabolicas (Reitman 2003).

Los modelos de DM2 mas utilizados son la pancreatectomia parcial y la destruccion
quimica de las células beta del pancreas mediante el uso de farmacos como la
estreptozotocina (STZ). Ambos métodos originan hipoinsulinemia e hiperglicemia causada
por un defecto en el transporte de la glucosa (Kahn et al., 2005). Para realizar el presente
estudio se utilizaron ratas Wistar a las cuales se les inyecté STZ a una dosis intraperitoneal
de 135 mg/kg de peso corporal. Dos dias posteriores a la inyeccidn observamos un
incremento considerable en la concentracion de glucosa sanguinea, superando los 300 mg/dl.

El desarrollo del modelo de DM2 en estas ratas puede ser explicado de la siguiente manera:
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La STZ entra especificamente a las células B-pancreéticas a través de GLUT 2, donde forma
especies reactivas de oxigeno por la via de la xantina oxidasa las cuales son responsables de

la fragmentacion del DNA y de la posterior destruccion de dichas células (Szkudelski 2001).

La STZ se ha utilizado para generar el modelo de diabetes tipo 2 en roedores. Cuman
et al., (2001) reportaron la induccion de diabetes en neonatos de ratas Wistar de 48 h de vida
con una dosis de 160 mg/kg de peso. Sin embargo, la tasa de mortandad fue elevada,
dificultando la realizacion del estudio. Por su parte Murali y Ramesh (2001) generaron
hiperglicemia ligera en neonatos Wistar de 5 dias de vida utilizando una dosis de 70 mg/kg.
Previamente, en un estudio que realizamos con ratas espontdneamente hipertensas (SHR)
reportamos que una dosis de STZ de 75 mg/kg de peso corporal en neonatos de 48 h de
nacidas aumentaba la concentracion de glucosa en sangre, alcanzando los 250 mg/dl en
promedio (Pérez-Hernandez et al., 2010). Es importante utilizar la dosis adecuada de STZ
para generar el modelo de diabetes, pues dependiendo de la cepa de rata utilizada, este

compuesto puede generar un dafio casi total de las células  pancreéticas.

En nuestro modelo de estudio observamos que dias posteriores a la induccién (15 dias
de vida), la concentracién de glucosa sanguinea disminuye de manera considerable llegando
a los 180 mg/dl. Este dato es relevante; ya que esta documentado que a los 15 dias de vida
las células pancreaticas de los neonatos tienen la capacidad de regenerarse o diferenciarse en
ceélulas B, de tal manera que hay una recuperacion parcial de dicha poblacion celular. Sin
embargo la secrecién de insulina en estas ratas fue insuficiente para satisfacer las necesidades
del organismo y por lo tanto observamos oscilaciones en la glicemia del grupo STZ durante
toda la etapa experimental.

Sabemos que la insulina cumple una funcién importante en el metabolismo de los
carbohidratos; ya que estimula la captura de la glucosa por parte de algunas de las células del
cuerpo (cardiacas, musculares, adiposas, etc.) manteniendo controlada la glicemia. En
situaciones normales (exposicion aguda a la glucosa), la subida posprandrial de glucosa es el
elemento inductor esencial de la secrecion de insulina, equilibrando la concentracion de

glucosa extracelular con la del interior de la célula (Roche et al., 2000).

62



Se ha observado que en los casos de hiperglicemia cronica, la glucosa es capaz de
modificar diferentes moléculas y generar trastornos metabdlicos. La exposicion crénica a
concentraciones elevadas de glucosa produce la unién de ésta Gltima a los grupos amino
terminales de las proteinas, fendmeno Ilamado glicacion. Esta union quimica modifica la
estructura de las moléculas alterando sus funciones, como la de los transportadores de
glucosa, lo que lleva a una menor captacion de dicha molécula en los tejidos periféricos
(Bilan y Klip 1990, Mazzone et al., 2008). Asi, se ha observado en diferentes modelos
experimentales con animales y células cultivadas, que la alta concentracion de glucosa
modifica la expresion del gen codificador del transportador de glucosa (GLUT2), activa la
primer enzima de la via glucolitica, la glucocinasa (GK), y causa una induccion coordinada
de genes que codifican enzimas de la lipogénesis (Roduit et al., 2000, Lee et al., 2015). Por
otro lado, la insuficiencia de insulina provoca en células musculares y adipocitos la
disminucion de GLUT 4, el cual se encuentra secuestrado intracelularmente en vesiculas,
pues es dependiente de la sefial de insulina para migrar a la membrana plasmatica (Lee et al.,
2015). Como consecuencia del déficit en glucosa, se activa la gluconeogénesis y se exacerba

la lipdlisis, elevandose los niveles de lipidos en suero, lo que contribuye a la lipotoxicidad.

Se ha reportado que la hiperglicemia induce estrés oxidativo, lo cual puede tener
efectos nocivos sobre la pared de las arterias. La autooxidacién de la glucosa, lleva a la
formacion de especies reactivas de oxigeno, como anion superoxido, el cual puede promover
la oxidacion de las LDL, lo que favorece un incremento de colesterol y triglicéridos
sanguineos (Mazzone et al., 2008).

Los acidos grasos libres (AGLs) pueden servir como una fuente de energia y también
como moléculas de sefializacion de la homeostasis energética, asi como de otros procesos
fisioldgicos (Poudyal et al., 2011). Se ha reportado que la lipotoxicidad, derivada de AGLs
saturados es la principal causa de la activacion de JNK (por sus siglas en inglés: Jun NH2
terminal-kinase), molécula relacionada con procesos apoptoticos y de inflamacion que a su
vez se ha relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina durante la obesidad
(Mazzone et al., 2008).
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Otro de los pardmetros evaluados en el presente estudio fue la concentracion de
lipidos sanguineos. Con el establecimiento de la DM2 observamos que el colesterol y los
triglicéridos incrementaron severamente con respecto al grupo control (Fig 8A y B). Esta
reportado que en pacientes con diabetes es comun observar un aumento de los triglicéridos
sanguineos, lo cual a su vez se asocia a riesgos cardiovasculares (Pirillo y Catapano 2013).
Al respecto Mazzone et al., (2008) indican que las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL por sus siglas en inglés: Very Low Density Lipoprotein) suelen incrementar en
pacientes diabéticos, llevando al desarrollo de ateroesclerosis. Asimismo la dislipidemia se
relaciona con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos; por lo que al presentarse
elevadas concentraciones de glucosa en sangre en los animales diabéticos, estos presentan

altas concentraciones de colesterol y triglicéridos en sangre.

Diversos autores (Kelley et al., 2002; Crunkhorn et al., 2007) indican que los
pacientes con DM2 presentan una menor poblacién de mitocondrias en muasculo esquelético,
Ilevando a una acumulacion ectdpica de lipidos como consecuencia de un decremento en la
funcién mitocondrial y la B oxidacion. Ademas sefialan que la disminucién del contenido y
funcion mitocondrial estd acompariado de una menor expresion de proteina 1o coactivadora
del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PCG- 1a) el cual funciona como
coactivador de PPAR y que a su vez actan como factores de transcripcion de genes
involucrados en la biogénesis mitocondrial. En el grupo STZ, observamos un severo
incremento de lipidos a los 3 y 6 meses de edad, por lo que es probable que un mecanismo
similar al descrito esté involucrado, considerando que en dicho grupo de animales la funcién

mitocondrial también decrementa a la misma edad.
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5.2 Efecto de los acidos grasos omega-3 en el metabolismo de carbohidratos y

lipidos.

Se han descrito diversas estrategias farmacoldgicas para controlar los efectos de la
diabetes en pacientes. Sin embargo, al paso de los afios los dafios colaterales que se presentan
en algunos casos, suelen ser méas perjudiciales que la misma diabetes (Ascaso 2014). Una
alternativa para el tratamiento de enfermedades metabdlicas ha sido la ingesta de AGPIs w-
3, principalmente de EPA y DHA proveniente del aceite de pescado. Durante las Gltimas
décadas ha ganado interés el uso de los AGPIs como parte del tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas, principalmente por sus efectos sensibilizadores hacia la
insulina. Estos &cidos grasos parecen prevenir la resistencia a la insulina y optimizar el
metabolismo de la glucosa (Lanza et al., 2013). Al respecto Lance et al., (2013) mostraron
que en ratones suplementados con EPA y DHA incremento significativamente la sintesis de
GLUT 4, de la glucogeno sintasa 1 (GYS1) y del receptor de insulina (IRS), moléculas que
median el metabolismo de la glucosa. Estos resultados apuntan a que la ingesta de AGPIs
previene la reduccion en la tolerancia a la glucosa y mejora la sensibilidad a la insulina. De
manera similar Ruzickova et al., (2004) reportaron que EPA y DHA promueven la expresion
del gen de GLUT 4 en células adiposas de ratones C57BL/6J y que en consecuencia, aumenta
el transporte de la glucosa al interior de la célula. Dichos resultados parecen apuntar a que
el EPA y el DHA tienen un efecto antiadipogénico durante el desarrollo de la obesidad
previniendo asi el desarrollo de resistencia a la insulina (y posteriormente el desarrollo de
diabetes).

En comparacion con el EPA y DHA, se conoce poco sobre el efecto del ALA en la
resistencia a la insulina y el metabolismo de la glucosa (Matravadia et al., 2014), por lo que
es necesario analizar los efectos del ALA en las enfermedades metabolicas. Matravadia et
al., (2014 y 2016) indican que la ingesta de ALA previene la resistencia a la insulina en ratas
Zucker obesas y controla la glucosa sanguinea. Nuestros resultados reflejan una notoria
mejoria con la ingesta de ALA en las concentraciones de glucosa del grupo STZ-ALA (Fig.
4A). En dicho grupo observamos un decremento significativo de la glicemia a partir de los 3

meses de vida (2 meses de suplementacion). Sabemos que ALA es precursor de la sintesis
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enddgena de EPA y DHA por lo que es muy probable que el ALA administrado a los animales
inducidos a diabetes actle a través mecanismo similar al reportado por Lanza et al., (2013);
incrementando la sintesis de IRS (molécula mediadora en la sefializacion de la insulina) y de
GLUT 4, lo que de acuerdo con Ruzickova et al., (2004) podria favorecer la captacion de

glucosa.

Ademas de los mecanismos antes mencionados, existen otros que contribuyen a
producir los efectos “antidiabéticos” de los AGPIs »-3. Algunos estudios han mostrado que
los efectos de sensibilizacion a la insulina se deben parcialmente a procesos antiinflamatorios
mediados por el receptor 120 acoplado a la proteina G (GPR120) (White et al., 2010). El
receptor GPR120, es un receptor de acidos grasos ®-3 en macréfagos y las células adiposas.
La activacion de GPR120 por los AGPIs -3 inhibe multiples cascadas de inflamacion en los
macrofagos y revierte la resistencia a la insulina en ratones obesos (Oh et al., 2010). Este
grupo, se ha enfocado en dilucidar los efectos de los AGPIs w-3 y de GPR120 en el desarrollo
de laresistencia a la insulina. Suplementaron con EPA y DHA aratones C57BL/6J, a los que
previamente administraron una dieta alta en acidos grasos saturados. Comprobaron que esta
dieta puede tener efectos nocivos en la accion de la insulina y que al suplementar con EPA 'y
DHA se revirtieron los efectos deletéreos sobre la homeostasis de la glucosa y el
almacenamiento de lipidos (esteatosis) generados por la dieta rica en &cidos grasos saturados.
Los AGPIs »-3 de la dieta activan al receptor GPR120 en los macréfagos M1 (Oh et al.,
2010), lo cual atenta la respuesta inflamatoria promoviendo la actividad de macr6fagos M2
anti-inflamatorios en el tejido adiposo. Eventualmente, estos macr6fagos M2 restauran la
secrecion de la interleucina-10 y mejoran la sensibilidad a la insulina. La ingesta de alimentos
ricos en AGPIs -3 y la consecuente activacion de los FFAR4 (Por sus siglas en inglés: Free
fatty acids receptor 4) incrementan la liberacion intestinal de GLP-1 (Por sus siglas en inglés:
Glucagon-like peptide 1) aumentando la secrecion de insulina lo que se traduce en una mayor
captacion de glucosa en el muasculo esquelético y cardiaco (Oh y Walenta 2014).

Otro posible mecanismo por el cual los AGPIs pueden ejercer un efecto
hipoglucémico se relaciona con modificaciones en la composicion de acidos grasos de las

membranas celulares. Algunos autores han indicado que el incremento de AGPIs aumenta la
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actividad de los receptores de insulina. Se conoce que los bezafibratos (utilizados como
sensibilizadores de insulina) actian modificando la fluidez de las membranas, por lo que su
efecto de sensibilizacion en parte se debe a un incremento en la fluidez membranal, lo cual
incide sobre la funcionalidad de los receptores de insulina (Matsui et al., 1997; Hulbert et al.,
2005). Es probable que dentro de los mecanismos que regulan la glicemia en los animales
suplementados con ALA se encuentre el incremento de la fluidez de membranas celulares de
diferentes tejidos insulinodependientes, promoviendo asi la captacion de la glucosa para su

posterior metabolismo.

Al analizar la concentracion de lipidos sanguineos en el grupo STZ-ALA a los 6
meses de edad, observamos que colesterol y triglicéridos se encuentran dentro de los niveles
basales. Recordemos que en este grupo la glicemia también se controlo, lo que pudo
contribuir en la regulacién de los lipidos sanguineos. Se han descrito varios mecanismos
posibles para explicar los efectos benéficos de los AGPIs en el metabolismo de los lipidos.
Se ha indicado que los AGPIs ®-3, como el acido a linolénico (ALA), inducen la expresion
génica de enzimas responsables de la oxidacion de acidos grasos y reprimen la expresion de
enzimas lipogénicas a través de diferentes mecanismos (Clarke, 2001). Uno de ellos se realiza
a través de SREBP-1. Estas proteinas son parte de una familia de factores de transcripcion
formada por tres miembros: SREBP-1a, 1c y 2. La SREBP-2 regula genes involucrados en
el metabolismo de colesterol, mientras que las SREBP-1a y 1c regulan genes involucrados
en la lipogénesis. Se ha reportado que los AGPIs reducen la forma activa de SREBP-1 y
favorecen la disminucion de la lipogénesis (Kuda et al., 2009). También se han descrito
efectos de los AGPIs ®-3 en diferentes 6rganos y aunque en cada uno de ellos los
mecanismos de accién son distintos, en todos los casos parece haber un efecto regulatorio en
el metabolismo de lipidos y carbohidratos. En higado por ejemplo, se ha descrito: (a) la
activacion de PPARa, que da como resultado un aumento de la oxidacion de acidos grasos
en peroxisomas y en menor medida en las mitocondrias; (b) la disminucion en la expresion
del gen de SREBP-1, lo que genera una menor expresion de genes lipogénicos y la
disminucion en la sintesis de triglicéridos y VLDL (Lombardo y Chicco 2006) y (c) la
estimulacidn de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), probablemente a través de un

mecanismo mediado por la adiponectina (Jelenik et al., 2010).
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Algunas adipocinas como la adiponectina y la leptina incrementan la sensibilidad a la
insulina en masculo mediante la estimulacion de AMPK, controlando el flujo metabdlico en
células de diversos tejidos (Yamauchi et al., 2002). Entre las funciones que se han reportado
para AMPK esta el inhibir la lipogénesis, estimular la oxidacion de acidos grasos e
incrementar el transporte de glucosa en las células (Barnes y Zierath 2005). Asimismo,
AMPK puede ser activado en respuesta a la metformina, una droga comun para el tratamiento
de la diabetes (Fryer et al., 2002). El consumo de AGPIs »-3 promueve la actividad de
AMPK en higado, aumentando los efectos metabolicos. La actividad de factores de
transcripcion como PPARs y SREBP-2 incrementa y como resultado disminuye el contenido
de triglicéridos en higado, y aumenta la sensibilidad de los hepatocitos a la insulina (Kuda et
al., 2009). Las concentraciones reducidas de triglicéridos plasmaticos durante la diabetes
parece ser el efecto mas prominente de una ingesta de EPA y DHA en humanos segun Balk
et al., (2004). Sin embargo, otros autores (Lombardo y Chicco 2006) han demostrado que
también hay una mejoria en el control de la hiperglicemia. Nuestro estudio concuerda con lo
ya reportado por estos autores, pues observamos que tras la ingesta de ALA los animales
inducidos a diabetes mostraron una disminucion significativa de colesterol y triglicéridos

sanguineos.

Se han realizado diversas investigaciones para dilucidar los efectos de la activacion
de PPAR y en obesidad y diabetes. Flachs et al., (2014) han generado informacion interesante
al reportar que los AGPIs -3 activan a PPAR y promoviendo la oxidacion de acidos grasos,
lo que da como resultado un efecto hipolipidémico, previniendo el desarrollo de obesidad y
diabetes. Rossmeisl et al., (2012) realizaron un estudio en ratones C57BL/6J que recibieron
una dieta rica en acidos grasos saturados y a los cuales se les administré6 EPA y DHA durante
9 semanas. Algo importante de resaltar es que tanto EPA como DHA fueron administrados
como triglicéridos o fosfolipidos con el argumento de que la biodisponibilidad podria influir
en los efectos de los AGPIs. Se observd que la accion protectora de AGPIs -3 contra la
obesidad fue mayor en el grupo con ingesta de fosfolipidos con DHA y EPA, que el grupo
que ingirio triglicéridos con estos mismos AGPIs »-3, debido en parte a la inhibicién de la

proliferacion de células adiposas. Asimismo se reportd que el efecto anti-obesidad de los
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AGPIs -3 fue mas evidente cuando el tratamiento se combiné con la restriccion calorica.
Los autores concluyen que el efecto catabdlico de los AGPIs w-3 en tejido adiposo depende
en gran medida de la formacién de sus metabolitos y en la regulacion del sistema

endocanabinoide.

ALA al ser precursor de EPA y DHA potencia los efectos de dichos acidos grasos en
el control de obesidad y la hiperlipidemia tal como lo demostraron Campioli et al., (2012),
quienes suplementaron a ratones C57BL/6J con una mezcla de aceite de pescado (EPA y
DHA) y aceite vegetal (ALA). Observan una disminucion en la concentracion de colesterol
total y triglicéridos con respecto a los grupos tratados Unicamente con aceite vegetal o de
pescado. Por su parte Flachs et al., (2005) suplementaron con ALA, EPA y DHA a ratones
C57BL/6J durante 4 semanas. Observaron que EPA y DHA estimulan la formacion de
mitocondrias en las células adiposas y activan la expresion del gen de la carnitina palmitoil-
transferasa-1. Esta proteina estimula la entrada de &cidos grasos en las mitocondrias
activando la B oxidacion. También reportaron la disminucion en la concentracion de lipidos
sanguineos y que los efectos del ALA no fueron tan evidentes como los de EPA y DHA. No
obstante Rajaram (2014) indica que los efectos del ALA pueden observarse en periodos de

tiempo mas lagos.

5.3 Mitocondrias de higado: funcién mitocondrial, composicién de acidos grasos

y fluidez membranal

Las membranas bioldgicas tienen una participacion esencial en diversos procesos
bioldgicos, como la transduccidn de sefiales, la actividad hormonal y la actividad enzimética
de proteinas membranales (Voet et al., 2007). Las propiedades fisicoquimicas de las
membranas desempefian un papel importante en la funcionalidad de las células y organelos.
Asimismo, la funcién de las membranas esta regulada por las diferentes moléculas que la
componen, como son las proteinas, el colesterol, y los acidos grasos que forman parte de los
fosfolipidos. Varios autores indican que hay una estrecha relacion entre las alteraciones de
las membranas celulares y mitocondriales con el desarrollo de enfermedades metabdlicas

como la diabetes (Waczulikova et al., 2007; Pérez-Hernandez et al., 2010). Las membranas
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mitocondriales, mantienen y regulan los gradientes ionicos, la diferencia de potencial y el
paso de sustratos, como por ejemplo el transporte de acil-CoA para la beta oxidacion. La
composicion de acidos, grasos asi como el grado de insaturacion de los mismos en los
fosfofolipidos es de gran importancia para la regulacion de la fluidez membranal, la
permeabilidad y, por consiguiente para las funciones especializadas de las membranas

mitocondriales.

En el presente estudio evaluamos la funcion mitocondrial, cuantificando el consumo
de oxigeno en E3 y E4 a diferentes edades. Encontramos que la diabetes repercute
severamente en ambos parametros, reflejandose en la disminucién en el control respiratorio
(desacoplamiento) a los 6 meses de edad. Esta reportado que la disfuncién mitocondrial esta
estrechamente relacionada con desordenes metabdlicos (Sorriento et al., 2014). Los acidos
grasos son moléculas de suma importancia en la regulacion de la estructura y la funcién
mitocondrial, bajo ciertas circunstancias, como la obesidad y la diabetes, los &cidos grasos
libres pueden desacoplar la cadena respiratoria, causando pérdida en el potencial de
membrana. Lowell y Shulman (2005) indican que en mitocondrias de musculo esquelético
disminuye el consumo de oxigeno asi como la sintesis de ATP durante el desarrollo de
diabetes. Por otro lado Soto-Urquieta et al., (2014) reportan que en ratones con diabetes el
consumo de oxigeno es mayor. Estas discrepancias muestran la necesidad de continuar

investigando los efectos de la diabetes en la funcionalidad de la mitocondria.

Los lipidos de las membranas mitocondriales estan involucrados en una serie de
procesos; como la biogénesis de diversas proteinas, la produccion de ATP procesos de fusion
de membranas y apoptosis. En el caso particular de la produccion energética, algunas
investigaciones sefialan que la modificacion de los lipidos de la dieta repercute en la
composicion de acidos grasos de las membranas mitocondriales, afectando la respiracién

mitocondrial, y la generacion de EROs (Yu et al., 2014; Lionetti et al., 2014).

Durante la resistencia a la insulina o el desarrollo de la diabetes se modifica el
contenido de colesterol, acidos grasos y fosfolipidos de las membranas (Mei et al., 2012,

Pérez-Hernandez et al., 2010, Ferreira et al., 2003). En el caso de los acidos grasos, hemos
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reportado previamente el papel que desempefian en la regulacion de la fluidez membranal.
En fantasmas de eritrocitos de SHR con diabetes encontramos que el cociente de insaturacion
de &cidos grasos disminuyé al igual que la fluidez membranal. (Pérez-Hernéndez et al.,
2010). En este trabajo realizamos las mediciones de fluidez a 1, 3 y 6 meses de edad con
diferentes monitores fluorescentes: DPiP, DPH y TMA-DPH, que son sensibles a las
modificaciones ocurridas en el entorno en el que se encuentran, por lo que pueden detectar
los cambios en el contenido de proteinas colesterol y acidos grasos (Almeida et al., 1982,
Suzuki y Miura 2014). La movilidad asi como la ubicacién de dichos monitores es diferente,
el DPH y el TMA-DPH tienen un movimiento rotacional y se ubican en el ndcleo de la bicapa
y la parte superficial de la monocapa respectivamente. En el caso del DPiP se localiza
preferencialmente dentro de la parte intermedia de la monocapa lipidica.

En 2007 Waczulikova et al., utilizaron TMA-DPH y DPH para realizar mediciones
de fluidez membranal en mitocondrias de cardiomiocitos de animales diabéticos y control.
Encontraron que los valores de anisotropia del DPH fueron bajos en los animales diabéticos,
indicando una mayor fluidez en las membranas mitocondriales de este grupo con respecto al
grupo control. Sin embargo al realizar las mediciones con TMA-DPH no encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos, lo que les llevo a concluir que el incremento
de la fluidez puede ser parte de un proceso adaptativo bajo condiciones de diabetes. Al mes
de edad, nuestros resultados con DPH se asemejan a lo reportado por Waczulikova et al.,
(2007) (Fig. 15C), pues las membranas mitocondriales del grupo diabético fueron mas

fluidas, sin diferencias significativas al medirlas con TMA-DPH.

Al analizar la fluidez membranal con las diferentes sondas fluorescentes, es
importante utilizar bajas concentraciones para evitar alteraciones en la estructura membranal
y generar “artificios” durante las mediciones. Las moléculas de pireno han sido utilizadas
con frecuencia para el estudio de la fluidez membranal. La relacion de intensidad de la
fluorescencia excimero/monémero depende de varios factores tales como el contenido de
colesterol, relacién lipido/proteina y temperatura, que afectan la velocidad de difusion lateral
del pireno en las membranas (Almeida et al., 1982). La formacién de excimeros

intramoleculares de DPIP es un proceso monomolecular, que ocurre independientemente de
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la concentracion, minimizando asi las perturbaciones en la membrana por dicha sonda. Por
esta razon, las mediciones solo reflejan las alteraciones de la membrana derivadas de la
composicion de los &cidos grasos, colesterol y el contenido de proteinas. ElI aumento en la
relacion de excimero a monomero indica una membrana mas fluida, mientras que cuanto mas
baja es la relacién, mas rigida es la membrana. Por lo tanto, esta relacion es directamente

proporcional a la fluidez de la membrana.

Utilizando al DPiP al mes de edad observamos que las mitocondrias de los animales
diabéticos fueron maés fluidas en comparacién al grupo control (Fig. 15A). Al determinar la
composicion de acidos grasos (Tabla 1) observamos que también el Ins/Sat fue més alto en
el grupo diabético, lo cual es consistente con los valores de fluidez. Recordemos también que
a esa misma edad la actividad mitocondrial fue mayor en este grupo de animales, lo cual
parece mostrar una relacion, entre la fluidez y el control respiratorio (figuras 18 A y B)

mostrando una cinética muy similar desde el primer mes de vida y hasta los 6 meses de edad.

Diversos estudios indican que el EPA y DHA se incorporan a los fosfolipidos de las
membranas mitocondriales, incrementando el consumo de oxigeno, ademas de inducir la
transcripcion de genes involucrados en la biogénesis mitocondrial y la oxidacion de &cidos
grasos. Todos estos efectos en conjunto, mejoran la bioenergética mitocondrial y la
sensibilidad a la insulina (Jelenik et al., 2010). El uso de los AGPIs ®-3 en la diabetes y su
relacion con la actividad mitocondrial ha ganado interés en recientes décadas, sin embargo
el efecto del ALA en dicho pardmetro aun es poco estudiado (Matravadia et al., 2014).
Nuestro estudio revela que el ALA incremento el consumo de oxigeno mitocondrial. Estudios
previos indican que los AGPIs ®-3 parecen mejorar la actividad de los complejos
mitocondriales (Herbst et al., 2014) e incrementan la concentracion de algunas proteinas de
la cadena respiratoria, en especifico la subunidad NUDFB8 del complejo | mitocondrial,
ademas de incrementar la concentracion de la ATP sintetasa (Matravadia et al., 2014). Es
probable que ocurra el mismo efecto en los grupos suplementados con ALA, lo cual generd

un incremento en el consumo de oxigeno mitocondrial.
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A pesar de que el ALA puede ser convertido endogenamente a EPA y DHA, algunos
estudios han indicado que dicha conversion es muy baja, menor al 8% (Matravadia et al.,
2014). En un estudio que realizamos previamente, nuestros resultados apuntan a que al
suministrar ALA en la dieta, ocurre la conversion enddgena a EPA y DHA. En el caso de las
membranas de eritrocitos observamos que dichos &cidos grasos incrementaron en un 42% del
contenido total. Asimismo al analizar el contenido de acidos grasos de membranas
microsomales de higado notamos un incremento significativo en ALA, EPA y DHA, lo cual
solo se observo en los animales suplementados al compararlos con el grupo control (Pérez
2011). Al respecto algunos autores indican que una dieta rica en AGPIs ®»-3 modifica la
composicion lipidica de las membranas, incrementando el indice de insaturacion en
mitocondrias (Herbst et al., 2014; Matravadia et al., 2014) lo que a su vez puede alterar la
funcién mitocondrial (Yu et al., 2014). Nuestros resultados son consistentes con estos
reportes, pues encontramos que en las membranas mitocondriales el contenido de ALA vy el
EPA incrementd significativamente en los grupos suplementados (Tabla 3). Como ya se ha
mencionado, en los animales inducidos a diabetes con suplemento notamos una mejoria en
los pardmetros bioenergéticos, siendo parecidos a los del grupo control. En otro estudio al
suplementar con AGPIs omega-3 en especial con EPA y DHA aumentd el contenido de
dichos acidos grasos en diversas especies de fosfolipidos de membranas celulares de musculo
esquelético. EI DHA representd una fraccion importante de la composicion de acidos grasos
de las mitocondrias, por lo que se propuso que podria participar en la organizacién y funcién
de diversas proteinas incorporadas a las membranas mitocondriales (Herbst et al., 2014).

5.4 Lipoperoxidacion mitocondrial

Una de las consecuencias de la hiperglicemia cronica es el incremento de las especies
reactivas de oxigeno que favorecen la peroxidacién de las membranas celulares, alterando
sus propiedades fisicoquimicas (Dey y Swaminathan 2010). La lipoperoxidacién es un
proceso autooxidante iniciado por radicales libres, a los que son susceptibles los acidos
grasos insaturados de las membranas celulares (Yu et al.,, 2014, Catala 2012). La
lipoperoxidacion puede influir en diversos procesos bioquimicos que se llevan a cabo sobre

la bicapa lipidica, entre las que se encuentran la actividad enzimatica, procesos de
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transduccion de sefiales y sintesis de ATP. De tal suerte que un incremento de la
lipoperoxidacion puede dar como consecuencia un aumento de la rigidez de las membranas
(Wong et al., 2007) afectando la actividad mitocondrial y acelerando los procesos de
envejecimiento y apoptosis de las células. Esta documentado que las mitocondrias son la
principal fuente de ROS en las células (Raza et al., 2011). Estas moléculas pueden dafiar
severamente a la célula y en consecuencia la funcionalidad de los tejidos. Existen evidencias
que apuntan al incremento del estrés oxidativo como una consecuencia de la hiperglicemia,
lo cual a su vez contribuye a un dafio en diversos 6rganos (Vinik et al., 2000; Chang et al.,
2003, Soto-Urquieta et al., 2014).

Cuando analizamos la concentracion de MDA al primer mes de vida no observamos
diferencias significativas entre el grupo STZ y el grupo control, a pesar de la severa
hiperglicemia que presento el grupo diabético. . Se sabe que la hiperglicemia incrementa la
formacion de radicales libres (Robertson y Harmon 2006; Rolo y Palmeira 2006). Al
respecto, Figueroa-Garcia et al., (2015) mostraron que una hiperglicemia ligera crénica
incrementa la lipoperoxidacion en mitocondrias de placenta, repercutiendo también en la
funcién mitocondrial. En nuestro modelo es probable que 1 mes de exposicion a la glicemia
no haya sido suficiente para generar dafios evidentes en las membranas mitocondriales,
considerando que utilizamos mitocondrias provenientes de higado, érgano que se caracteriza

por ser mas resistente a alteraciones metabdlicas.

A los 6 meses de edad, los animales diabéticos mostraron hiperglicemias de hasta 400
mg/dl, repercutiendo severamente en la concentracion de lipidos sanguineos. Al analizar la
concentracion de MDA observamos un severo incremento, reflejando un aumento de la
lipoperoxidacion en mitocondrias. En ese sentido, diversos autores han encontrado que como
consecuencia del incremento de la lipoperoxidacién, las membranas tienden a volverse mas
rigidas, afectando su funcionalidad (Chen y Yu 1984, Soto-Arriaza 2008). Nuestros
resultados concuerdan con dichos autores, al analizar la composicion de acidos grasos de los
animales diabéticos observamos que el Ins/Sat fue bajo, por lo que la fluidez membranal fue
baja, por lo que podemos ver una relacién entre el incremento de MDA con un decremento

de la fluidez membranal y el cociente de insaturacion.
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Miyamoto et al., (2008) encontraron que en ratones inducidos a diabetes con una dosis
alta de STZ (200 mg/kg) la actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa
(SOD) vy la catalasa (CAT), disminuyen significativamente, al igual que los niveles de ATP
en la mitocondria. Estas modificaciones sugieren que la disminucién en la actividad
mitocondrial se exacerba debido principalmente al incremento del estrés oxidativo que se
genera con el desarrollo de la diabetes (Miyamoto et al., 2008). Considerando los datos
anteriores, existe la posibilidad de que en los animales diabéticos de 6 meses la actividad de
los sistemas antioxidantes haya disminuido pues nuestros datos apuntan a un incremento de

la lipoperoxidacién y una baja actividad mitocondrial.

Hemos hablado de los diferentes efectos que muestran los AGPIs omega-3 en la salud
y en el desarrollo de enfermedades metabolicas como la diabetes. Asimismo se han explicado
algunos de los mecanismos mediante los cuales actian. En lo que respecta a procesos de
estrés oxidativo; Molinar-Toribio et al., (2015) suplementaron con EPA y DHA (2:1) a ratas
espontaneamente hipertensas con obesidad (modelo de sindrome metabolico). Encontraron
que la concentracion de colesterol sanguineo y de isoprostanos en orina (como un marcador
de estrés oxidativo) disminuyeron en los animales suplementados en comparacién con los
grupos no suplementados. Asimismo, la actividad enziméatica de moléculas antioxidantes
como son SOD, CAT y Glutation peroxidasa (GPx) incrementaron significativamente en
eritrocitos y rifion de los animales suplementados. EI EPA se identificé como el principal
activador de genes relacionados con el sistema antioxidante (SOD, CAT y GPx), lo cual lleva
a una disminucion del estrés oxidativo (Molinar-Toribio et al., 2015).

En nuestro estudio observamos que en el grupo STZ-ALA la concentracion de MDA
fue significativamente mas baja con respecto al grupo diabético (STZ) e igual al grupo
control (Fig. 20B). Hemos hablado previamente de la capacidad endogena de conversion del
ALA a EPA observada en microsomas de higado de SHR (Pérez 2011), lo que podria ocurrir
también en ratas Wistar. Existe la posibilidad de que en el grupo STZ-ALA, ademas del

control de la glicemia, el ALA (y su conversion a EPA) contribuya a aumentar la actividad
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de SOD, CAT y GPx, segun lo reporta Molinar-Toribio et al., (2015) llevando al decremento

en la lipoperoxidacion mitocondrial.

En el caso de los animales normoglicémicos suplementados con ALA, observamos
un incremento en la concentracion de MDA (Fig. 20B). Sin duda es un resultado inesperado,
considerando que en los animales inducidos a diabetes y suplementados con ALA, la
concentracion de MDA fue significativamente mas baja, llegando a valores similares al grupo
control. Algunos autores han sugerido que la incorporacion de los AGPI omega-3 en las
membranas mitocondriales las hace vulnerables a los procesos de estrés oxidativo.
Matravadia et al., (2014) indican que tras la incorporacion de EPA y DHA en las membranas
mitocondriales hay un aumento de la fluidez de la membrana mitocondrial, lo cual puede
crear una interfaz mas estrecha entre la bicapa de fosfolipidos y las proteinas integrales de
membrana, disminuyendo la fuga de protones y aumentando la emision mitocondrial de ROS.
Si bien este mecanismo es posible, el apoyo directo a esta suposicion queda por determinar.
Lanza et al., (2013) encontraron un incremento en la sintesis y actividad de catalasa en
animales alimentados con una dieta alta en grasas saturadas y posteriormente suplementadas
con aceite de pescado (EPA y DHA), sin embargo en animales suplementados Unicamente
con este aceite no observan los mismos resultados. Concluyen que el aceite de pescado sélo
beneficia de manera notoria a los animales que presentan resistencia a la insulina. Analizando
nuestros resultados, parece que parte de los efectos benéficos de los omega-3 dependen del
estado de salud del organismo, en el caso de no ser necesarios generan diversas anomalias,
tal como lo hemos observado en el grupo ALA, en el que tras la ingesta del suplemento

aumento la lipoperoxidacion.
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6. CONCLUSIONES

Se genero con éxito un modelo de DM2 en ratas Wistar con hiperglicemia severa
al utilizar una dosis de 135 mg/kg de STZ. Dicho modelo muestra oscilaciones en
las concentraciones de glucosa, similar a lo observado en la DM en humanos sin

tratamiento.

La hiperglucemia que presentaron los animales inducidos a diabetes generd una
menor ganancia de peso corporal y un incremento en la concentracion de colesterol
y triglicéridos sanguineos. Sin embargo el suplemento de ALA promueve una
ganancia de peso corporal similar al grupo control. Asimismo, se controlo la
concentracion de colesterol y triglicéridos sanguineos, probablemente el ALA
promueve un incremento en la oxidacion de &cidos grasos debido a la activacion
de factores de transcripcion (PPARs FFAR4) que regulan la expresion de una gran
cantidad de genes implicados en funciones fisiologicas, como la homeostasis de

lipidos y glucosa.

Los animales normoglicémicos suplementados con ALA generaron resistencia a
la insulina, lo que promovi6 un incremento en la concentracion de glucosa, y
triglicéridos sanguineos. Trabajos previos en nuestro grupo de investigacion
parecen indicar que dicha resistencia esta asociado a una mayor sintesis de insulina
inducida por los AGPIs 3. En ese sentido seria importante determinar si la dosis
en el consumo de ALA desempefia un papel relevante en los efectos sobre la
diabetes

Al analizar la composicion de &cidos grasos observamos que la diabetes modifico el
contenido de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Ademas la
ingesta de ALA incrementé el contenido de AGPIs ®-3 (EPA y DHA) en las membranas
mitocondriales, probablemente por la elongacion y desaturacion del ALA lo que

parece repercutir en el incremento de la fluidez membranal.
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Al analizar el consumo de oxigeno mitocondrial observamos que en los animales
diabéticos el CR es mayor, sin embargo, a los 6 meses cae drasticamente dicho
parametro. La fluidez membranal mostr6 un comportamiento similar por lo que
aportamos informacion sobre la asociacion que hay entre el control respiratorio y

la fluidez membranal.

Encontramos que las caracteristicas termotropicas de las membranas de
mitocondrias de higado se ven afectadas por el desarrollo de la diabetes,

disminuyendo la energia de activacion y la temperatura de transicion de fase.

La hiperglucemia crénica en los animales diabéticos parece contribuir al
incremento en la concentracion de MDA a los 6 meses de edad, afectando la

fluidez membranal y la respiracion mitocondrial
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8. APENDICE.
8.1 APENDICE I. DATOS DE MICROSOMAS
8.1.1 Microsomas de Higado

En el presente estudio analizamos la fluidez membranal y la composicion de acidos
grasos de mitocondrias de higado. Encontramos modificaciones importantes en ambos
pardmetros relacionados con el tiempo, con el desarrollo de la diabetes y con el suplemento
de ALA. En conjunto dichos cambios repercutieron en la funcién de las mitocondrias. Previo
al estudio de dicho organelo analizamos también la fluidez membranal y composicién de
acidos grasos de microsomas de higado, para conocer las modificaciones en estas membranas
y saber la probable relacidn con los cambios ocurridos en las membranas mitocondriales, ya
que se ha sugerido que existe un intercambio de componentes (acidos grasos, fosfolipidos,
proteinas, etc) entre ambos sistemas membranales, sin embargo aiun no hay informacion
suficiente que valide dichas hipétesis. Por ello nuestro interés de conocer qué ocurre en la
fluidez y composicion de acidos grasos de microsomas de higado a través del tiempo y con

el desarrollo de la diabetes.

8.1.2 Aislamiento de microsomas de higado y analisis de la fluidez membranal

Los higados se pesaron y lavaron con KCI, después se homogenizaron en frio en una
solucion amortiguadora que contenia 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) 0.25 M de sacarosa y 1 mM
de EDTA. Posteriormente el homogenizado se centrifugé a 10,000 x g durante 20 minutos a
4°C, se removio el sobrenadante y se afiadio la solucion amortiguadora de tris-HCI para
centrifugar nuevamente, esta vez a una velocidad de 100,000 x g durante 60 minutos a 4°C.
Una vez obtenidos los microsomas, se realizd la cuantificacion de fésforo por método de
Barttlet (1959) para estimar la cantidad de fosfolipidos contenidos en las membranas
microsomales y de esta manera determinar el volumen necesario de DPiP para tener una
relacién molar minima de fosfolipidos de 2500:1. Posteriormente se incorpord el monitor
fluorescente DPiP. Mediante las intensidades de fluorescencia de excimero a monémero
(le/Im) del dipirenilpropano se midié la fluidez membranal de los microsomas en un

espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55.
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8.1.3 Extraccion de lipidos totales de microsomas de higado

Los lipidos de las mitocondrias fueron extraidos de acuerdo al procedimiento de Bligh
y Dyer (1959) y Ames (1968) como se describe en Pérez-Hernandez et al. (2010) para
fantasmas de eritrocitos. El procedimiento se describe a continuacion: se tomaron alrededor
de 500 ul de microsomas, se depositaron en un homogenizador Potter-Elvehjem, se adiciono
una mezcla de metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8 relacion volumen) y se homogenizo.
Después de la adicion de la mezcla de solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se
adiciono un volumen de cloroformo y uno de agua y se volvio a homogenizar brevemente.
Después el homogenado obtenido se centrifugd a 2500 r.p.m a 8°C durante 5 minutos en una
centrifuga 2206 A marca Hermle y se obtuvo un sistema de dos fases. Se elimin¢ la fase
acuosa y se colectd la cloroférmica. Después se evaporo el solvente bajo una corriente de

nitrégeno.

8.1.4 Metilacion de &cidos grasos de microsomas

Los metil ésteres de los &cidos grasos se prepararon esencialmente como describen
Morrison y Smith (1964). Las reacciones de derivatizacion se realizaron en viales de vidrio
de 4 ml en los cuales se evaporaron entre 50 y 200 pg de lipidos a sequedad bajo una corriente
de gas de nitrégeno. Después de la adicion de 0.5 ml de reactivo de trifluoruro de Boro (BF3)
al 14% en metanol, se le puso una atmosfera de nitrogeno y se cerré el vial con una tapa de
rosca y disco inerte de silicon con cubierta de teflon. Se calenté por 30 min a
aproximadamente 92 °C en bafio de agua. La muestra se enfri a temperatura ambiente, el
vial se abrié y se afiadieron dos volimenes de hexano y un volumen de agua, se agito
vigorosamente y se formo un sistema de dos fases, los metil ésteres se extrajeron de la fase
organica. Se evaporo el hexano bajo una corriente de nitrégeno y los metil ésteres de los
acidos grasos se almacenaron a -70 °C y protegidos de la luz hasta su posterior analisis por

cromatografia de gases.

8.5 Analisis de la composicion de acidos grasos de microsomas de higado
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Los acidos grasos transesterificados se resuspendieron en n-hexano grado HPLC. Los
metil ésteres se analizaron en un cromatografo de gases Clarus 500 Perkin Elmer controlado
por computadora, equipado con un inyector capilar “Split/splitless” y detector de ionizacion
de flama (FID). Los metil ésteres de los &cidos grasos se separaron en una columna capilar
Omegawax (0.25 mm de didmetro interno y 0.25 mm de grosor) de 30 metros de longitud.
Se utilizé nitrégeno de alta pureza como gas de acarreo. 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
determind por comparacién de los tiempos de retencion y por anélisis de las areas bajo los

picos.

8.1.6 Andlisis de la fluidez membranal de microsomas de higado

En la figura 28 se muestra la fluidez membranal de los grupos de Wistar detectada
por el DPiP a1, 3 y 6 meses de edad. Observamos que al mes de edad no existen diferencias
entre los cuatro grupos de animales. Es importante mencionar que a partir de esta edad, los
grupos STZ-ALA y ALA comenzaron con el suplemento. A los 3 meses de vida, se observa
gue en las membranas microsomales de los animales diabéticos muestran un valor bajo del
le/Im (1.04+0.02) con respecto al grupo control, el cual mostrd un incremento en la fluidez

membranal, teniendo un valor del le/Im de 1.19+0.01.
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Fig. 26 Fluidez membranal detectada por el monitor fluorescente DPiP en microsomas de
higado de Wistar a 1, 3 y 6 meses de edad n=5 (p < 0.05).

En el caso de los animales suplementados observamos que la fluidez membranal de
los microsomas también incrementa a los 3 meses de edad. EI grupo STZ-ALA presenta un
valor de le/Im de 1.22+0.02, 17% mas alto con respecto al grupo STZ y sin diferencias
significativas con respecto al grupo control. En lo que respecta al grupo ALA podemos
observar claramente que el incremento en la fluidez membranal fue el mas alto con respecto
a los grupos restantes. El valor de le/Im fue de 1.46+0.02, 17% mas alto con respecto al grupo

STZ-ALA 'y 22% mayor comparado con el grupo control.

A los 6 meses de edad se observan cambios interesantes, considerando las tendencias
gue observamos a los tres meses de vida. En el caso de los animales diabéticos observamos
un incremento en el valor de le/Im el cual fue de 1.20+0.02, 15% mayor al que presentaron
a los tres meses y significativamente mas alto con respecto al grupo control, el cual mostr6
un le/lm de 1.05+0.02. Este valor de fluidez en los animales control fue 14% mas bajo con

respecto a los tres meses de vida.
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Los grupos suplementados nuevamente mostraron una mayor fluidez membranal con
respecto a los grupos no suplementados. Por un lado las STZ-ALA tuvieron un le/Im de
1.27+0.03, sin cambios con respecto al valor observado a los 3 meses de vida (1.22+0.02)
pero 5% mas alto con respecto al grupo STZ vy significativamente mayor comparado con el

grupo control por un 20%.
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Fig. 27 Fluidez membranal detectada por el monitor fluorescente DPiP en microsomas de
higado de Wistar vs SHR a 1, 3 y 6 meses de edad n=5 (p < 0.05).

La fluidez membranal detectada por el DPiP muestra diversos cambios ocurridos
propiamente por la edad (en el caso del grupo control) y como consecuencia del desarrollo
de la diabetes. Asimismo el suplemento de ALA parece favorecer un incremento de la fluidez
membranal, lo cual es similar a lo detectado en las membranas mitocondriales. Previamente

en un estudio en el que analizamos la fluidez membranal de microsomas de ratas
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espontaneamente hipertensas control, con diabetes y suplementadas con ALA observamos
que con el desarrollo de diabetes la fluidez membranal era menor, asimismo el suplemento
promovia un mayor incremento de dicho parametro (Pérez et al., 2011) Sin embargo en el
caso de los animales control observamos un aumento de la fluidez membranal a los tres y
seis meses de edad, caso contrario a lo que encontramos en los microsomas de las Wistar

control.

En la figura 29 se muestran los valores de fluidez membranal de ratas Wistar
comparados con los valores de este parametro de SHR. Es interesante ver que claramente se
distinguen las dos poblaciones de ratas en la figura 29, mostrando una mayor fluidez los
microsomas de Wistar, con valores de le/Im que van de 1.01+0.01 a 1.53+0.02. En el caso
de las SHR el cociente le/Im va de 0.25+0.02 a 0.56+0.02. Con ello podemos ver que el
estado de salud de los animales parece tener un papel importante en las caracteristicas

fisicoquimicas de las membranas microsomales.

8.1.7 Composicion de acidos grasos de microsomas de higado

En la tabla 6 se muestra la composicién de &cidos grasos en microsomas de higado
del grupo control y diabético al mes de vida. A esta edad, hay diferencias en el contenido de
algunos acidos grasos del grupo diabético con respecto al grupo control. Por ejemplo el 4cido
miristico se encontré en una proporcién de 2.1+0.1%, mientras que en el grupo control el
valor fue de 0.4+0.2%. EI 4cido estearico también tuvo un alto porcentaje en los animales
diabéticos (23.8+1.3) comparandolo con los animales control (20.8+1.1). En el caso de los
AGPIs observamos que hubo una menor concentracion en el grupo diabético. Como ejemplo
tenemos al acido araquidonico el cual tuvo una proporcién del 15.2+0.7% mientras que en el
grupo control el contenido fue del 17.3+0.8%. Dichas modificaciones repercutieron
significativamente cociente de insaturacion de los animales diabéticos mostrando un valor
bajo (1.17+0.03) al compararlo con el grupo control 1.25+0.04.

Tabla 5 Composicién de acidos grasos (mol%) de microsomas de higado a 1 mes de edad.

95



Acidos Grasos Control STZ

Miristico 0.440.2 2.140.1*
Palmitico 21.610.5 22.3+0.2
Palmitoleico 0.5+0.1 0.4+0.0
Estearico 20.8+1.1 23.8+1.3*
Oleico 12.1+2.1 10.6+2.8
Linoleico 16.0+2.3 20.8+1.4*
v Linolénico 0.240.2 0.540.3
Araquidonico 17.3+0.8 15.240.7*
EPA ND ND
DHA 7.3+2.8 6.4+1.2
NI 3.3+0.7 1.30+1.8
Ins/Sat 1.25+0.04 1.1740.03*

EPA: Acido Eicosapentaenoico DHA: Acido
Docosahexaenoico. NI: No Identificado Ins/Sat:
Insaturados/Saturados. n=4 *p< 0.05

A los 3 meses de edad se observan cambios en la composicion de los animales
diabéticos, probablemente como consecuencia del desarrollo de la diabetes (Tabla 7). No
obstante no afectaron el cociente de insaturacion el cual fue de 1.29+0.03, similar al del grupo
control (1.324+0.09). En el caso de los grupos suplementados, observamos que las STZ-ALA
y ALA tuvieron una proporcion del 1.0+0.1% y 1.6+0.1 respectivamente de acido alfa
linolénico. En el caso de las STZ-ALA el Ins/Sat fue de 1.24+0.06, similar a STZ y control,
mientras que el grupo ALA present0 el cociente de insaturacién mas alto en comparacion a

los demaés grupos (1.56+0.06).
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Tabla 6 Composicién de acidos grasos (mol%) de microsomas de higado a 3 meses de
edad.

Acidos grasos Control STZ STZ-ALA ALA
Miristico 05+0.1 0.7+0.2 0.6+0.1 0.6+0.1
Palmitico 21.4+0.7 24.3+0.9* 25.3+1.8* 21.2+0.4
Palmitoleico 1.3+0..2 2.2+1.4 2.0£0.5 1.7£0.5
Esteérico 20.9+1.1 18.2+1.9 18.9+1.2 18.1+1.2
Oleico 11.2+0.4 15.4+0.8* 14.2+1.1 13.6+0.6
Linoleico 15.4+1.2 18.4+3.2 17.3+1.4 18.2+1.6
y Linolénico 0.3+01 0.3+0.3 0.31+0.1 0.31+0.1
a Linolénico ND ND 1.0+0.1* 1.6£0.1*
Araquidénico 23.1+0.9 15.8+1.5* 16.5+1.7* 20.0+0.5*
EPA ND ND 0.5+0.1* 0.5+0.2*
DHA 4.4+0.2 2.9+0.1* 3.5+0.9 4.1+0.2
NI 1.6+0.2 1.7£1.1 0.2+0.1 0.1+0.1
Ins/Sat 1.32+0.09 1.29+0.03 1.24+0.06 1.53+0.06*

EPA: Acido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No Identificado
Ins/Sat: Insaturados/Saturados.
n=4 *p<0.05

A los 6 meses de edad, observamos diversos cambios en la composicion de acidos
grasos de microsomas como consecuencia de la edad (en el caso de los animales control) y/o
el desarrollo de la diabetes y/o el suplemento suministrado a los grupos ALA (Tabla 8).
Dentro de las modificaciones mas relevantes observamos que en el grupo control hubo un
incremento de acido palmitico al paso del tiempo. A los 3 meses dicho acido graso tuvo un
valor de 21.4+0.7% y a los 6 meses de 29.243.8, es decir incrementd un36%. Ademas,

observamos que de 3 a 6 meses de edad el 4cido araquiddnico disminuyo6 severamente, paso

de un 23.1£0.9% a 14.0+ 1.1%.

En el caso del grupo STZ observamos que el contenido de acido palmitico fue menor
al compararlo con el grupo control (23.0+1.7 y 29.2+3.8 respectivamente). En el caso del
acido linoleico el porcentaje fue de 22.2+1.3, 27% mayor que el porcentaje que presentd el

grupo control (17.4%).
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Tabla 7 Composicién de acidos grasos (mol%) de microsomas de higado a 6 meses de
edad.

Acidos grasos Control STZ STZ-ALA ALA
Miristico 0.5+0.1 0.6x0.4 1.7+0.5* 0.7+£0.3
Palmitico 29.2+3.8 23.0+1.7* 23.4+1.3* 22.5+1.3*
Palmitoleico 1.4+0.3 1.5+0.8 2.3+0.5 1.8+0.7
Estearico 23+2.9 17.9+£3.4 13.9+1.2* 13.8+0.5*
Oleico 10.4+1.5 10.4+2.4 23.2+0.6* 12.6+0.5
Linoleico 17.4+1.5 22.242.3* 14.7+1.6 22.5+0.4*
y Linolénico 0.3+01 0.4+0.1* 0.240.1 0.340.1
o Linolénico ND ND 0.9+0.1* 2.1+1.9*
Araquidonico 14.0+1.1 18.1+1.2* 12.7+0.5 18.4+1.4*
EPA ND ND 1.0+0.2* 0.840.1*
DHA 2.3+0.9 4.1+1.1 5.3+0.2* 4.3+0.7*
NI 1.1+0.5 1.9+0.1 0.7£0.1 0.840.1
Ins/Sat 0.8740.07  1.39+0.03* 1.54+0.06* 1.69+0.08*

EPA: Acido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No Identificado
Ins/Sat: Insaturados/Saturados.
n=4 *p<0.05

Los grupos suplementados muestran un porcentaje de &cido alfa linolénico de 0.9+0.1
y 2.1+£0.9 enlas STZ-ALA y ALA respectivamente. Al analizar los cocientes de insaturacion
de todos los grupos, observamos que el grupo control tuvo el Ins/Sat més bajo (0.87+0.07).
En el caso de las STZ dicho cociente fue de 1.39+0.03, es decir 59% mas alto que en el grupo
control. En el grupo STZ-ALA el cociente fue de 1.54+0.06 y en el grupo ALA fue de
1.69+0.08 (77% y 94 mas alto con respecto al grupo control).

En la figura 29 se muestran los cocientes de insaturacion durante los 6 meses de
experimentacion. Observamos que los grupos suplementados dichos cocientes muestran un
incremento al paso de los meses. Ademas observamos que el Ins/Sat muestra una tendencia

similar a lo observado en la fluidez membranal (Fig. 28) reportada por el DPiP.
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Fig. 28 Cociente de insaturacion de microsomas de higado de los grupos Wistara 1, 3y 6
meses de edad n=5 (p < 0.05)
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eral, i s mocepted that the development process af i lbetey
decresses mernbrane MTuiditye, [owever o some cases, it has
bwesem fonmed foinerease membeane Thindiry ofmmechondna b
o decrense the Respiratory Conteal (T index, In this smdy
we found sn vorese of mem brane fluidity and @nmenese of
the RO at an 2arly plase of the develapment of & tvpe 2
thiahetes madel Yo measuned the lpoperoxidaton. snalveed
the farry acads compesiton by gas choooatozeaphy. and
pssessed merbrane Auidity osing three Fluomescent mamnitors
Iecated an didterent cepthe inside the by, dipyrentlpropace
(TP, dipheny Trewatmene (DPHD, end tmmethodasmomios
dipheny lexatriene (TA DPH ) Our findings indueate that o
the initiel stawe of diabeles develapment, when
lipeperoxidaton still is not sigoifcant, te mesbrane Huidicy
T mbecherdm mereeses becawse ol e increanen in G
unsatucated o satnrated Tatty acids racio CLLYS], thus producing
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an inerzase o e RO The ooz Taidicy is nod e sanae
atall doptias o the bulayen Contracy t the cosults olstancd m
mitechndrie, Gae diaberes indoced oodeenease in the TES iy
acicls catboo T e foral lipids, ind ieating that the mitachondcia
might bave am mdependoent meehamsm for remilamge s fatdy
Hitidls composiren.
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Introduction

Thee bigduowical erwernbrones we npotan in cell functinn aml
ealEcgquently ar the whole organis, I is Koo that several
provesses el place oo thswehy rembaures (Fagone aml

Jackoweski 2000 wan Meer o al 2005 and there s evidence
irndicating thet e develpment ol pethelapies such us
Driaberes Mellinos | DM andior the hvpertension, are sssocia-
wil witlicl sin thie physical god clizmical properties ol e
membranes (Fignerea-Gatciz etal. 20015 Nanetti ot al. 2005:
Férer-Hemvdmoder er al 20 W Wacenlikova et al 00 Weners
20120 10 the coase of diabetes, thers iz strocz evidence that the
are flutdity of red blood cells s decreased (FPlon

metly
2016), bat s Learr mitochondng (Waczulikovs et al. 2007
and placenti raiochomdra (ligueros-CGarcia eoall 20050 an
werease of membrace Huidity wid the development of diabe

tes hias been reported. 1 adiitam, it hies been documesnted that
mmbrane associated processss can be atfiected by digbetes:
Manetti ot al, (20085 reporied dras both, platelets ATPase
activiy and membrene Nuidity, wees loswar in diabetic
patier e commpared e Tealthy subjects. Wieernlikova et al.
120070 and Fleverss (rarcia ef el (20050 studyicg heart and
placental mitochondr i nespecivedy, reported an incnsee ol
mirechondrial mombrans Hoidiry in diakene cats, but a
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cecrease of the Respimatery Control (BC) indes, which is pos
sifly o o free raciculs, The impimnenl o miochoidrl
fumetion dorimr dinbetes dise toosesvoral effecs of hypenslyee-
i s koown, especially by the formation of Reactive Ciygen
species (OIS (Ralo and Palmeaire 200060 In this smdy we
were inerested movestismtinge o the Tiver eatochemid mal
respiration and the physicochomical properics of membrines
arg affected, at &n earlv phase of the developmant of ope 2
tinbuies, helore oo signileund increment ol ree madicals o
raembrines 1= prosented, For assessing the membring Jduidity,
we usad taree membeane fuidicy probes locened at diffecent

vepths anside the membrane, ond we ablamed e

thermethromic charzciomste reporied by eacl mendtor Tor
ninderstanding the orizin of the plesical parametar floidiy,
the fatoy acids campositinng was obmained and analvzed

el the preatiratesd o saturated (00750 farbe acils matin,

Matcrials and methods
Chemicals

Indivichoal and 3 mixtre of Gty acids methyl ester standards.
145 baron rithionee i methanal, and srepmozEinomn wers
phtamed froen Siema Chemical Coo 1-T00 L -pvrenvl) prs-
pane (L P L diphenyl L33 hexotriene (D1°H), and
T-i4-mrimethy lemmeninmpheny [-6-phenyl-1.5, 3 -hexatriens
p-tatoenesallonale (TRA-TIPHF were abiained from
Maslecular robes (Bugenc, O, UsAL p-Hexene HIELC
grade and all ether analvticzl reapznes and aonlvents wers -
chigsed Do LT, Badeer, Purilied double dislillal sqater ws
vsed Tor amalyical procedunes,

Animals

Wistar rets wens mainsined vnder controlled condibons 112 h
of Nghe, 12 hoofdark, et 22 2070 following M suidelines o the
prsbite o] o hies connrnitlew nomd in eeonlnese with
lederal Regulations tor Animal Dxpermentation and Cars
(O Q62 -F 000 1999, Wlinisiry of Apricalione, Busica),
Lhe diabetes was mdueed n pewborn mals T TEls
14 hoalds by zeoitraperiteneal injacticn of someptoratncin

CATEY [LE5 mgeg ol Tuwdy weright] dizsolved in 50 ul o

citmate butfer, pIl 4.6, The control proup wias injected with
cifrate buffer The newbocn mats were kept with the mothers
in cages Wit 2andard dier and tapowater ad likimme The
avimals were weightod overy fvedbivs moan electomic hzal-
anee, The blood elucose wes measured also overy five davs
with an Accucheck cigial phcometer taking 2 deopy of iomd
Treeren (e deal o b Chee vets, Thie mts weere weaned ol 32 days-old:
two dave alier the Clucose lolemnee Curves (7100 were
done with dexmose {3 adie of body weight) aoniniswered with
vanphegeu] connola mnd rncasering Blood glocose cvery

"I; Sprioger

0 g with the digimal ghcomester. The cats were killed m
S alavs-alds they were anesthetized wilh pentobaorbilal
W melor of hody weeight) znd Blood was collected by hoeart
puncmre in vacutainer tubes Tor obtalaing serom. Chelesweral
and triglveerides were measured in the serum Laing an ensy-
e Spieact kit followings the mamn factomer nsircnoms,

Iandatdon of Hver mitochondria

The lver mitochondrig were solaed by differcntial contritu-
gations according w the Jollowing descripton. Flest, the liver
weats lmrnslerral wr oo ngpueces mednom contaornmg 2300 b
smernse. 10 mb A= 2-Hydrowyethel bpipereasine-| -
ethanesulfomw acid tHEPES), pH 74 and | mM ethylene
olyvenl-kiz (h-aminccthy] ether) MM -tetra acetic acid
ITOTA at 470
on this buffer. The minced t=soe wes homagenized with o
Datter-Lilsvehjem elass tissue horozenizer (10 strolkes in ap-
proximaely 4 mun svouding overheatme of the sangple, Lae
homogenate was contifaged 10 min gt B00=g, the supematmi
sweets spern DO i an DOCEME gl e pellet wes wasbiad onee
with (e sare medive. Loter, the pellet was ineubatcd [0 min
i the same boftar widh 0.2% slbuoin free of fatty acids and
apan ar M=z dusing 10 min, Finally, the peliet wes reans-
et ecd i the samie dsolation hofter and fhe protein comtent was

s the Tiver wes mmeed sed insed several dmaes

determmed by the micre Brediord method (Brodiord (9760
Rees priratiom ol Tver snilochond ris

ritcchondrial Furcrian was evaluated by measuring oy pen
consurpion. Mitochondrial oxepen conseanplion wus deter
mined using o Clack-tvpe oxveen elecimode, The cxperiments
ware camied oot in 1.3 ml of medinm containing 125 mhd
RO T mabd BNIOIS, 3 omb LDk, 5 omM osuccinate,
P T2 The respiretory state 4 (533 maD O-mindmy prat)
was evaluzted i the prescnce of 10 mbd suceinate plus
1 wgiml rotenone, The resprratoey state 3 0530 (nAd Osfmine
m proct wis mensurad alier svdmon of 200 oM adenosne
diphosphace (ALY tinal concencratian. 'The Respiratory

Clontral (RO irmles wers culonlited s the miio bedweeen Dhe
state 3 and the state 4 raes,

Moewsurcinent ol malondialdehyde (MTrA)

Lipid peroxidation in miochondrial raembrane was eatimated
I the accnmulation of malandizlde brede © WA Whase oon-
contration was meseameal e 2 eolor reaciom with faoharhato-
e aond (Ohkaea ot ul, 1979

Apnlysis of Ty wcids composilion

The liver otal lipids were extcactad by Felch et 2], {1957
el thee Biver mnitichasocdria Tipids swere eatmeund wecanling
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o Bligh and Dves (185397 and Aanes (19050 as previously
tescribed in Péree-Herndmdes el al, (20000 Tor phos
erythrooytes The fatty acids compasition of mirochandri-
al merabrane was determined by gas chromatography after
rranzesterificanan (Morrison 2nd Smich 1954 with horan
trifleoride: 4% o methanol, Gas chromatagraphy was
carried oul i 4 Perkin Elmer Clargs 200 confrelled by
campurer, squipped with a splitaplitless capillary injector
nracd e ionetion detector (FTTH. The Tty ocid methy]
caters were separated on g 20 m, emesiwax celumn
1025 ouw bad, 025 mum thickeess), Ultea higlly pure oi
g wis used as e carmer gas (13 mlanmk, The mjec-
o weere at 250070

tor and e

Thas |-i":|"|'|1..'!'TIrIIT-:‘: |'IT£'I!_':T}]'I'I'!
applizd to the columa was as follows: 5 noo et Ls0 "L
mereased at a rate of 3 "Cfoun 2 final temperatare o
24020, which wes maintained Tor 15 min mores,
loemtifieation of aeyl cheins in cieh somple was done by
compariaan with retention times and peak aress relative o
the standard mixouee of fatty acd methy] esters, The Tatey
acids compazition 15 reported as mal . The unzaturation
rndes (LR woas eblaingd Do wital seain ol uosaluratel

divided by total sum of saturated faty acids,
Mirnchondrial membrane fuidi

lo evaluate the mutechendnal membrace iy, thres
cifferent fluorescent probes wene nsed: DR DML and
TWA-DPHL The micasorements with TP e
previously deseribed [Flgoeroa-Garcie oo al. 20130, Lhe
fluarescence of [P incorporatad ioto the minchandri-
II] '1|{.'Jr|h|'|1r|:_'-: el IIIL'd.HLIFI_'l:. H1 HL“.-'L']'LII |.l_"'II|!L‘rlI|'.II'I_‘:1.
from 17 to 60 “C, Iz o Perkic Cloer Fluorescence
Spectroineter LESS conneeted to o circulating water
hath. The fTuorophore was excied ar 337 nm and the
ramormer (Impoand escimoer (el Mewescenoe intensites
wiers Tead ot Aedomual 480 mn, respectvely. From these

read s, the excimer fo momemer ooreso

ol ss

co Imen sty

rint il By weere caleolaled, The aoessoremenis of mi-
ehondrial membeane flaidity with the Hpophihe -
resuinl peshies TYFTT amd TMA-DIPTH wane essentially s
deseribed by Waczulikews ot al, (20070 with mnor
modification: fram che mitechondrial suspension,
0.5y protemrml were lfeen W be Tubeled with TXFH
or TRAA-DPIL ot o fingl concentration of 025 mb, The
spiples were pootected Tom the light and Incobated for
Fomin under magnetic SUrnng preVions [oomaasnre-

e s The fluomescence polanizaiom modsurements wors

tone m othe sgme Perkimm Elmer Eluoresceoncs

Spectrometer LA33 connzcied e a corculatng weater

butl,. Buth Muorophores were exciied ol 365 nme anl
cmasion of DPH was detocted ot 430 om osnd  TRA-

PH at 425 um. The messucemants were done from 10
L &0 70

Statistical analvsis

AN the parameters woene measired ns mamirem of 4 mats per
group. Adl date are expeessed as noeans + S0 A Smudent’s t
test was used for the satstical 2ralvais of dara (s < (L0

Results

Type I diabetes mocel

Far the deseloprnent af the type 2 diahetes mesdel, STF was
ygected mmaperitoneally mm newhboom rats (48 boold) As can
ez azea i Pig. 1 an the Hfth dav ot life, ahvesermia was armind

320 mysml, which

s 3 fimes higher tham the coneentration
wr conirel rats. Evenmually, blood slucese deercased woen av-
erage concentation of TRE meml ar day 15 and 9t was ke
et 200 myzml, whneh 15 owiee s hgh gs the blood glueose m
conteol ras, untl day 34 when the rats were sacnficed. Dne o
this by perglycerming e gt ol dinbetic rels wis o Teeusd,
Figure 2 shows that the body weight of didbetic mts was
sienificantly lovaver at all times. By the tine of the sacoifice.
the average weight ot the dichetic rars was 21% lowaer than the
wetgrht af the comimal rats

Dleraoustranne thar the rods developed tvpe 2 ciebetes.
i, 3 shoews the Gluesse Talerance Coarves (G100 of
A alas-old catss U ean be seen Tl despilke (hae Teigher
srluose conesentraton i the disherne group sinee the be-
ginning, it iz clear that they still have the capahilicy of
prariially contrallivg blood plocose, just lioe inogepe 2
diabetes, alnest reaching their basal conventrations within
the time messured, In the same wav Fiz, 4 shows the
serum chalesterol and omalycerides concentrations; only
the: conceriration of mizlyveerides was siemificant]y higher
in diabetie rats, reaching 182 maz'dl 0% higher com-
pared to the canoeel rats).

401 1
354 —C— Zentral

1

304 1
250 1
200
150
100

Blood Glucose {mg/dl}

B 5 10 15 20 26 30
Aga (days)

Fig. | Blood ghuense of 2o ol and diatetic s atdifferen: tdoes during,
their growch, = o= (05
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Lipoperoaidation in mitochondrial membranes

Lo ensure than free medicals are not indueneing our cxpoen-
ity o this madel of type 2 dhabetes, at Teast i rmemlesees

wa assess lipeperaxidation in mitochondria. Az showen in
Figm. 5, MDA i liver mitochemdea of didhefic mts was almeost
200 higher than i control tels, but 10 was ool sfatistgeally
slenificant

Mitoe hendrial respiration

Tn Tig. 6 the everage respiection ol hver milochondria
frovm contrad amal dinhetic mits i depicted, The hasal nes-
piration (state 41 was not different between groups
(Fig. hadk llowever, ance the asidative phasphorelation
was iidoced by e addition ol AP Citate 35 the respi-
et of mitnchomdea frome diz

oorats wns 3% hisher
thae the respiraden of mitechendny from contral Tats
1Fig. abe As a reault, the RO of mitnchondria from dia-
Distiv ruts woes sigoilicently higher (hen that found in
miitocheomdria froem comtrol Tars (Tig, Gl

400 4 —T— Tinrtre
ﬁ —i— Diakate
E 00 4
L]
1]
o
1]
3 2004
o
=
3
& 100

0 3 B0 S0 120 150
Time {min}

Fim 3 Cihicose Toleranc: Ouree o070 o eonesl and diabaric as at

Imecnth-old. v =1 g =005

‘{é Spranpe

260 a
200
150

A0

Cholesterol {mgfdl)

51

Eﬁﬂ-b

—
,_'g *
£ 0
£
]
= 150
T
] —T—
T
)
= 100 4
=
50 4
Control Diabetic

Fig. 4 Cholesraesl (o) and Trighccides (b oorceriwatinn ie #encm of
anntral and diaketic eas ar | menth-eld. o =4, 0 =000

Fatty acids composition of liver total lipids and liver
mitnchondria

The fatty aoids compos ition of minochandria fom bot sroaps
was anzlyzed by pss chromatography, as was the fany acid
corpesiton af Tiver fotal Tipids, Table |
composiden of bver toel lipids and [iver mivockomdria om
contool sod digbetic rets: theve were several differences be

chovwes, the fatty acids

veent these props For inslemnce, te palmitic weid was 365
hgheran the Bves total Tipids otfdiahenc vats ot b Tower in
mitecherdng, both of them compered with thar respacive
conteols, The stearic acid was 335 higher in ver total [ipids
ol divhetiv rels bul vermmined unchenged neomitochonds w, The

Timnlede acid was W lower in liver total lipids of diah
bt remaned unchmmed m miochondog, With the sim to
Peter undaraanc and interprer the tatry acids camposition,
Ll The ol ol Talsle

I Tars

i draclucledd Ui raticn sl Lol o piomiesd

[ R

MOA [nmal'mg Prot]

014

0.0

Caﬁhul Diabatic
Fim 5 Malondialdelvde (MOIAG 0 Tive: mitnckondiia of eonaal ard
Ciabatic rats at | mwid ol o =4, 0 =005
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Contral Diabetic

Fip. b Mewaoe merts of mitechondrial ooepon ossamption of contiol
Akt dabete s al | eontb-old, State 4 Ja) Stae 3 (b, ard Bessiame
Conad [ o =4 p= 0015

fatty acids over total samrated farty acids (Lo%) as an iodex
cliractdy reluied o mribane Haidity, T5we cormpane G Ty
aciis cormposttion of Tiver total Tpids of conal rars wath their
respective mimochondriz. we can see that thelr compositions
swere similar, and therr LIS ratios are close {164 - 0014 va
136 = 0012 Flowweswer, in dinhetic ruts there were remarkable
differenees between the fary poids composiion of the t=suc
and the mimchandra and their LIS raties are vary different
(R = 025 vl 167 — 0004 respectivelyi 1L is ubio seen that
the didbotes inercssed the saturaed o avids inthe fssue,
reaulting i a lowser LA ratio than in connol rats, but remark
ahly the L2 roto o minociwrcdne s segonilicantly higher then
that of mitowchomdria fromm comral rats (o= 1105)

Membrane fuidity of liver mitochondria

T 2gzeas the mitochondrizl mambrane floidity, in this work
wi vsed three different fluoreseent probes: L2 DPH. snd
Th AT with the knowledoe that they gre lacated insude
the miebruncs at diffeenl evels, Figune 7 shoees the me
surcments of membrane Juidine with the fomaer three probes
at differeat temparamures, oo 10t 60 'L for obtaining a
thermothrame chameterization of te mitnchancral mem-

hrames from comtrel andd diabetic s, Fis 7a shosws the

"L

b of excimer w mencmer Qoorescenee of DM, snd doe
t the tact that ths eatic ia directly related o membrane thaid-
e thesn 1 1s sy v st (el sl alirwss |11 lerpeeatnres, Fae
deteetod muochondral raembrane fuidite of dibetic tos was
highar than the mimchondrial membrene Toidite of conol
retls, The represcnttive Archenius plal depicted in Tig, 7h
shows that DPvF detected & biphasic behavior of both mio-
chondria, bt with diffecent transition tempargnares.

Tahle 1 Faiy acids compoait on

e L= of lver tewsl - Huatrve A eid sk Shick imidna

-EI'I.-.-l 2 und bver miochondo

Frors e L and dig e ruey Comirol Liabuzzz Conirel bl
Talnitic 1951 1.8 KR B 20 1. 170 L s
Palmiteleic 1.5 L2 [se L (h24 0302 1.5 L (e
Spearic 1540114 245 1L 5|F 2A1%-22 267
il [0 +07 |56+ 0,7 o4+ ]2 20+ N4
Lianw lea: 181112 1G4 26% 170 _1.5 lnd 04
Cosrnmren L arne e {Lh Lo Lo Al Lo HE L
Anchdoric LR 155129 21408 200007
EHA 3Ll I Lipl R0 NI
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Cigrume To shows the Juomscence polunzetion of DF in
e same mitochondeial membranes, As polarization is in
verschy 1elated o membrane fluidmy, the resuhs depicted in
this g also shosw thet mitochondrial noembeams: Toidive of
cigbetie rats was hicher ton contmols, bur maindy &t tempera-
tmes helowe 38 20 Ahove that remperatore (R 20 theme were

nlvaral mer signiReant il Terenees. The anililive

e
Arrhening plot of Fig. 7d shows taa parallel and close ploc,

cvitdend baplwsie bebior bt e w

e el s o Tessse critl
differences mothe fransiioon wmperaiare between the owe
BT

Figure Toshowes e Muonsscence poloriation ol ThA-
DFH i the mitochondrial membrines of the twe groups, As
can be szen in the fizore. contrary o DIPH, these were only
sipniticant differences at the nghaar temperatire:: alza seen s
a bigther toidity in mitochondniz of diahetc mits, Tooche repre-

semtaave Archenas plot of Pz 08 1t 1s shown chat the ThA-
PP die non dereet a biphasie behasaor of te plos ot st
crent slapes, which micans Cual TREATPTE il ol detecl
oy transiion tenperature, IMA-DEH tmbested that ot the
terphase, the differences wene evident mawly at the highar
Lemnperanes, Aguin, Qe mitechaoodrial cwanbeeny Quidicy of

i}

"I; Sprioger

digbetic mas was higher than the mitochondrial membrane
Tuedicy of contol rats,

Takle 2 sumimarizes the Arrhenmis anglysis of the data of
Figr, 7. The results are presentzd as the averspe AcBvabion
snergies (keslinel) and the Phase Irunsiion omperstores
[PTT] =00 of the matochordrial membranes as detected by

Table 2 Activabon eagnzies aod Fhase Imnsbon lempesatures (7117
of Tiver miwesheadsia fiom eontnd and diabetis s messced with the
e differer Maid e arohzs (T TPTL and TVA-THID

Plovieplene  Cioap Astivalion goegy (healowll UL
Felnw PTT Ahove PTT 1)
(RIS Lamiirn | &2 = k| 4 = al dhd = 1 4%
Diakeric 143 1325 J910 DAn 744 53
(RIEE Ll |6 =k [ R T 444 — | 42
Miakziic. 1AL 0403 [T DO 452 - |iRl
IAA-DPH Copool Lae — 007 M. ML
Diaketis |29 - 008 ML ML

H P Denesabion Demeesines & 50 Boonedeler s a=d

Eope S
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each one of the fluorescant probes nsed (DI, DPH. and
TWA-DPH ) Wilh TFF L wens possible o detect Qe PTT
s A5 3 & LA 0 im cominsl miibecTweslria, and A Tower
IFI'L i digberie rats 137.6 = 1.52 20, With DIPH it was also
posaille to dareet the ML bucwich no difference berween the
taey s, Tine Tl weith TRIA-TIFIT 1t weas ot possahle te
fomect a0 L Inoall eescs, the setivition coengivs below the
II' 1 were loswer i mitochondria of diaberic ras, wheress
phwve the PTT, diere woere s dil

vrences or the PTT wuas nal

demeeted,
Discussion
I¥abetes iz a prevalent ane groveang health problem: it s 2sti-

raater that curmently <13 milhon people have didbetes ol in
thwe wear 2040 thet number will rise ta 642 mallien people (LOF

Thahetes Atles 200500 Thderstanding a4 munch s possible
about this discase 13 noecssary, cspoctally 4t the mmel stees

of its developmant. In this cureent study, we worked with a
al

Ly tetes relfitus el in Wistor rars Goe studyving the
cliocts of diabetes, at an cady stse of progression, on mito-
chondral membrane fhoiditey aond s consequences on respira
ton. The deseloprant of repe 2 diabemes madels by 5T
ijewiiom in newhomn wmes has heen exensively docimamated
(Damascence et al. 2003, Porthe ef sl 1979 Wany et ol
1594 although the protooals and 5174 coneenration varies
arnctnge sl sleaios, Tespontmesnsly by perlensive mis (SHR L
I has beon used Vs me of S1Ake of bady weight (Péree-
Hernéndez ot al. 20000 in sprague Dawley Ny mpdee (Pacil
clal 2004, pod e diis reacnrch e wsed 135 o of oaly
wielghl in Wistar rets renerating by perglvosmios sround
200 meddl at the tine of saccifice. which is considesed as a
mild diabetzs (Damasceno et al 20037 All these promocols
reflect the variety of wavs for reachine o type 2 dinheres
relmus model aud the different concenmitions of 514 Zer
I, three duyvs

rezchinge hvperehecemin, Asee ohsereed m Py

nlier ilnetion vwilhy 3TA, the Tl s lucese corcentrdion 4an
average was arouno 320 maidl bur it clearly descended o

vorwenrabiones ool 200 s/l shuswing the
belity el the rats for cowtrolling elveasenua, Lo alveacmia
reported bere s cansistent with the destruetion of pancreatic
bew cell Ty ST wt injection (2 Jays-oldy and subseguenl
partial restorstion of these eells as described clsewhers
Wang et &l 19995 The rote of erowth (Fie. 2 reflects the
damape inflicred by hvparolvcemia on the rar anabolic pon-
cesgae. The (TC shovea an the Tae 3 clearly shows that at
| menvth-old, the diabetie rats stll have the capability Tor con-
el ling glveaena, bat less efficientls than the conomld ras,

LY LT

slineh is caberenl with Gae nitald phase ol development of

type 2 digbees, It i knewn that dighefes affcets slmost all
lipids and lipopreteins: triglveerides are significantly n

critsend in Lype 2 cliwbelic peticnts ol ols e s densily

lipoproteins cheleserol (Costa ef al. 20060 In 1 month ald
rebs inclucesd G ddiabetes e cholesteral concentration wus
nast ditforent trom that af the control rats, althongh it shinees
& tendeney w ersese, Trieglveendes, however, were signdfi
cancly Aigher in diahene rars. These results 2lso support the
nastiom thar we were working with a moodel ot pype 2 diahetes o
the mimal phase of development and chat lipofoxicity 15 ol
wall atablished vet.

Tt i stewerthy Caad lipoperosidation ws nol difTeneal he-
twicem the two greups by the time of suenfice. showing that
despite the higher blood zlucose concentration in the diabetic
v, e raclwul fomnatm b oot reachod o hgher level Tos
knevar ther yperebvcemia moreases free radical fommzbon
1 Eobetzon and Haooen 2006: Eolo aond Paloewa 20060, bt
perhaps the exposure @ alucose was not ligh enough nee foe
ennargly fme goas be menerate oritical frecmdical fomation, T
15 abs el thar doe te the youts of the tats aml their bigh
memabolic rate, lipoperoxidation did not increase further

It has been reperted that dianbetes hos dramatie etfosts on
mitechondal wmetion (Dey snd Swaminathan 2010 Reza
elod 2001 Rasler arnd Pulmeir 20067 cousing croong sevel
el the decrease inmitchondial respiration, In tis sty
w founed at an early stage of diabetes anlncrease in the RO o
fwer mitachandria of dichetie rote compared o
normaslveenic cortmols, This resule seems confrary o e

expectation of a decrease momitochonoral funchon es de
seribed by researchars thar recagnize the free rchezl forma-
i as oner ol Gaeanesd gkt Gaclors ameelioeating e
prreiondiial umedon Doy snd Swammathan 2000, Kolo
gnd Palmeire 20007 Santos et al. 20030, howevar, in
I anontb-vled disbeie mss (e Tipoperesidation in Tives mils-
chordna seems not o e sienificant. This Leads w another
question: [T Lpoperaxidation o lver mitochondrial mem
branes of diabetic mos is not increased, why is the RO higher
o im e vats? Thae answer seams o De dimectly related to
the increased membrune fodity i lver mochondna of dia-
lretie rats. e to the nelevance of mambrane tor the respira-

Iory prisvess, we ol vevel the oaidiee e onilchomdeiad -
Pitares using twee ditferent fluceescent momitos o diffenen
aloptfes insicles e rognbmene, The TRRTT s hocatend rominly o e
core of the bilaver, TMA-DPH closc w the polar region of the
Pilayar, and 1M in an intermediate region heoween the e
fomner milors, Making momscnments al 4 single lwmper-
ture, fur example at room wemperature (20 2C) DPH and
DB iodicste thet liver mitachondial membrans fluidity is
ligher in diabenc ras than in conoil raes, A 20 9070 TyA-
NPH does v deteet statishical differences berween gronpes,
which means that at the mferphase, botl membrimes ave the
same and the bizoesr chanoes tale place inthe corz and intes
readiale regions ol the membarore, Plosees er, measweerienls ol
£ huzh tempersture 35 -0 shows that only DEE and 1A
LPH demect ditfereaces, but not DPH. which means thar the
wore ol Fwe hilaver s sionilue i contnal and didbeiic mts, bot

{’2 Springer
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not the polar acd the trermediate rexions of the bilaver, dem
vrstrating the diflereniial elleclks of tempemlore v biclagicul
rembrarnes, The thermothropic analvss of iver mitochondn-
al membranes with the thees moaitors reveals several chaac
teristica of these membranss and the effect of diabetes on
thwamy, specially the Fact ther matnchondmial mesmbrme Roidit
1s igher inodiabene rats, es redleced by the lower activarien
enerzies calculared. Apparenthe the most sffzeed repion was
Ui intennediate bovase TPy P adetectad dilfereces butwesn
diabetics snd conmols at almost wll wmperatures, or mavbe
DP s mare sensivve than the other teo monitocs, It s
lermwen that TP P s sensiteve We the hpeclproten meolar s
PATmwica et Al 1982 ) and pooteivs zee so sbondant ioomite-
chionomal membrenes tat could be reaulating meamboane
iy, In taet, even when same researchers caonaider that meme-
brame: propertics ane mainly amder comtral af ther prsteing
(Haossy et al, 20040, the mensaremeent of DPy]? are consistent
with the fattv acids compositian detected here. | he core was
raainly affveled at low wemporamines as reparmod by DPH, and
the polar rexion at high temperatures according to TVA-1011
(Mg, 71 These results showe e gradieot of memibrane Muwd-
Ties displaved inomitoc hondria mod the elivets ol dizbees on
e

Anather ineresting characteriste o mambranes wos the
PTT ohtavwed in the
of the bilaver DP* detected thet the P11 decreasec from
453 L1430 206 0 152 due ta diabetzs, D did nat derect
arny wchamens i PTT a0 e core (4954 = 1A ve A5 24 LA il
IWVLA-DIME was not able o deteeta UL an all ac the inte-
phase, which clearly shaws that minochondrial membranes
v alTected dilerentially depending of the depdi ol the hi-
laver, A smoiler devresse incthe gel o Bguid-covstal tansitden
wis Leported in placeotal mitochondriz of diabetic ats with
mild byvperobcemea (L iguerna-Carciz et al. 20050

I emier fy mvestisare: the oeiein of e mensbere Teidity
of these mutochondrial membrenes, we analvecd their faity
acicls campesinan. In Takle 2 s shawn that diabetes pener-

cmembrmes, At the mtermediane remon

sl severnl chares i e Gty acidls cormpositisn af e Tiver
mitnchondoal mambranes, especially inereasing the propor-
o el omesalnres] iy acids anel davmeasing the satnrlal
faty acids g reflected mothe Uss raoo that changed from
130 = 012 to 167 + 004, This explains the increase in the
riernlsene uidity shsorvad by the Tuorescent probes TPYE,
DFH and THA-DFH. It is generally aceepted that diabetes
decrease membrane fluiding (Filon 201400, bot bene we bave
ghown the contriary eftect which 8 pertzetly caherent betwean

twe phvysical ame thee chemical parameter, and fogether seenns
to explnn the merease mthe KO m miechendrna of diabene
rats. (dher researches also have found an increase of mem-
brane Mudity ol o decnease of the RO Figoere-Crarcie of al.
20030 Waezulikesa eral, 20004, but the mein differenee 13 the
free radieels formed in thetr models. Despie the fact that both
prerdels wre al shorl ine exposure W hyperglyosnia

"I; Sprioger

Dvwaczulikova et al. 2007 or mild lyvperalyezmizs [Fieneroa
Ciarcin el ul, ZOLS0 the Bee rudice] Greomed o igher e o
comtrods, Pene, we found no ditference in Tipopernxideton
between dizberies and contwols and becavse of that. it s likely
thatthe ircrease inmembeane thuidme s ncrzzzing the KO and
shll 15 mort s focted Ty Hroess radicals,

Another remarkable fact about the fady acics composiien
of the mimchondrizl membrane i= that whereas the diabetes
inctueed wninerense e the TS miioound corsequently i the
membrane fuidivy too, 0 the faty aeids composition of the
whalz liver, the L5 ratie decreased foom 1,04 + 0,14 ncon
trel ruls Ly (081
v peids coraposition of the Biver in diab

023 0 diabsetie vets, T hos o Chat the
ety hieha
expected socording to Pilon (20000 but nunachondria, ar least
until this ponne, does not. | losw is 00 possible that Hver and theie

meatochomalria ane o
hawe different Zatey acios compoesitions ? I has boen postulated
thet mitochondria phespholipids are imperted From the
endoplesmic Betuculum (ERD throusgh contast peints
(Fagmone and Jackow=ki 200%; Moy ond Hatel: 20060, specii-
ically koo ws e mitochondrivm gssoviatead memhrane
(Fugone sud Jackowskd 20000, Such disposition implivs that
any change n phospholipld composition in mitochondcia
comas fram the LR and sonsegnantly e farmy acids compun-
sitwer oo, Flivacever, Titfle s knovam abaoot the regalation of the

Amgr i chithetes incontrary wivs s o

Iatry aolcs composibon p e moitochondrs: despite severl
interesting and very pond reviews abour phosphalipads i omi-
tochanddrin (THATT e wl 20060 Wejiz amd Flatch 20016;
Putwardham tal, 20061, Anather possibility 1 thas micochon-
dria, due toits bacterial crigin. & the beoinning oF the damaze
resgonds by ondifving il Buly acids composilion just G sy
bgcteria respond e an exposure o cald wemperatnes (3hivaji
and Prakash 20100 bot that nreans the existence of 1 mecha
mam not ver described i mitechoncma Previously, warking
with placentzbmitochondnia moa masicl ofmild hypersdyeemis
the spae phenomenon wes found (Figueroa-Gureiz of gL
200130, e, whaereas mitochondre merease L& ratio, total fis-
st [ipros deercase the UGS rato, s ely that the chengees m
mimchondrial fartye acids corposition are aot only inendad oo
invresss e embrine Toifiy, Tl also o improve Qe respi-
retion; 1t has been sugeestad that the Taoty acids composition of
cardialipin imodulgtes the mitnchondrial fnction by nmodular
ing the electim entry pointin the reagrivatory choin § Yergeme
etal 20060

I sveacy, e this study we found in the eacly stozes of
hyperelycenia development, betore amelicration of mito-
chordia by Tpotosicity and Tiperoxidation, tat matochondn -
el membrane furdity mereases due e an inercase o the LS
Ty acids rane anc this phyzieachermical changes leads toa
hiwher BC. The toemer mowans Chal the anelioration i milis-
chondrizl funeton in digbetes = mainly denved Tem froe
redical foomation. In addition, we have shewn thar diabetes
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ek oedrial memibeang ancd Gl o siedies needs we be
domes in order to by omaderstamad the: rechanisms for

recmalatings Sty actds compasition in mitachondoa.
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