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RESUMEN 

 

La diabetes mellitus (DM) es un síndrome multifactorial crónico degenerativo, que 

se caracteriza por concentraciones elevadas de glucosa en sangre. La DM tipo2 (DM2) es la 

forma más frecuente de diabetes, se caracteriza por trastornos de la acción y/o de la secreción 

de insulina y corresponde al 90% de los pacientes diabéticos. Se sabe que los factores 

genéticos y ambientales influyen en el establecimiento de dicha patología, sin embargo, los 

mecanismos por los que se desarrolla la diabetes aún no se han descifrado en su totalidad. La 

disfunción de las mitocondrias está estrechamente relacionada con desordenes metabólicos 

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 físicas 

y químicas 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 Ácidos grasos 

poliinsaturados (AGPIs) repercute en la composición de las membranas mitocondriales, 

incrementando el índice de insaturación y la fluidez membranal modificando la función de 

las mitocondrias. No obstante, son pocos los estudios enfocados en observar los efectos del 

ácido alfa linolénico (ALA) en la función mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes. 

El objetivo general del presente estudio fue determinar el efecto del ácido alfa linolénico 

(ALA) en las propiedades fisicoquímicas de membranas de mitocondrias de hígado de ratas 

Wistar y su repercusión en la actividad mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes. 

 

Se generó un modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar de 48 h mediante una 

inyección intraperitoneal con una dosis única 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 

inyectó únicamente amortiguador de citratos. Se destetaron a las 4 semanas de edad y cada 

grupo se dividió en dos, a uno de ellos se le suministró aceite de linaza (rico en ácido alfa 

linolénico) como suplemento por medio de una cánula (125 mg de aceite de linaza/kg de peso 

corporal 5 días 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 sanguínea, así como las 
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mediciones mensuales de colesterol y triglicéridos sanguíneos. El sacrificio de al menos 4 

animales se realizó a 1, 3 y 6 meses de edad. Se removieron los hígados y a partir de estos se 

obtuvieron las mitocondrias por centrifugación diferencial. El consumo de oxígeno 

mitocondrial se determinó mediante oximetría polarográfica con un electrodo tipo Clark. El 

análisis de la composición de ácidos grasos, se realizó con un cromatógrafo de gases Clarus 

500 de Perkin-Elmer. Para evaluar la lipoperoxidación en membranas mitocondriales se 

determinó la concentración de malondialdehído (MDA) mediante la reacción del ácido 

tiobarbitúrico. Para analizar la fluidez membranal, se incorporó el monitor fluorescente 

dipirenil propano (DPiP) a las mitocondrias y se midió la fluorescencia en un 

espectrofluorómetro Perkin Elmer LS55. 

 

El grupo diabético (STZ) mostró concentraciones altas de glucosa a lo largo de los 6 

meses de experimentación (21040 mg/dl a  40810). Al suplementar con ALA se observó 

que en el grupo STZ-ALA se controló la glicemia a los 3 meses de edad, llegando a 

concentraciones basales, manteniéndose así hasta los 6 meses de vida. La concentración de 

glucosa en el grupo C-ALA incrementó significativamente con respecto al grupo C y al grupo 

STZ-ALA, generándose probablemente resistencia a la insulina como consecuencia del 

suplemento. Con respecto a los lípidos sanguíneos, a los 6 meses de edad se observó que los 

animales diabéticos tuvieron un incremento en la concentración de triglicéridos y colesterol 

sanguíneos (260 mg/dl y 220 mg/dl respectivamente) mientras que el grupo control presentó 

concentraciones bajas en triglicéridos y colesterol (160 y 180 mg/dl respectivamente). El 

suplemento de ALA controló la concentración de triglicéridos sanguíneo en las STZ-ALA a 

los 6 meses de vida llegando a 1626 mg/dl de triglicéridos, significativamente más bajo con 

respecto a las ratas diabéticas y control. En el caso de la respiración mitocondrial, el grupo 

diabético mostró 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 observó que el CR de STZ-ALA y C-ALA fue mayor con respecto al grupo control.  En 

la composición de ácidos grasos se observó que con el desarrollo de DM hubo una tendencia 

al aumento de ácidos grasos saturados y un decremento de los ácidos grasos insaturados en 

las membranas mitocondriales de los animales diabéticos. Asimismo, la modificación en la 

composición de ácidos grasos incidió en la fluidez membranal, repercutiendo en la actividad 
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mitocondrial. En los grupos suplementados, observamos que las membranas mitocondriales 

presentaron un mayor contenido de AGPIs, (ALA y EPA). Finalmente se observó 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 observó una concentración baja, 

similar a la del grupo control (0.70.09). Por el contrario, en el grupo C-ALA la 

lipoperoxidación parece exacerbarse, ya que el contenido de MDA fue de 1.50.11, 

ligeramente más baja que en los animales diabéticos, pero significativamente mayor que en 

el grupo control.   
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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.  
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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 Elmer 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/dl 

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 PUFAs, (ALA and EPA). Finally, an increase in 

the MDA content was observed in the mitochondria of the STZ group (2.60.2) 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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La DM es un síndrome multifactorial crónico degenerativo, caracterizado por 

concentraciones elevadas de glucosa en sangre. La DM2 es la forma más frecuente de 

diabetes, se caracteriza por trastornos de la acción y/o de la secreción de insulina y 

corresponde al 90% de los pacientes diabéticos. Se sabe que los factores genéticos y 

ambientales influyen en el establecimiento de dicha patología, sin embargo, los mecanismos 

por los que se desarrolla la diabetes aún 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 composición de los ácidos grasos de las membranas 

celulares y mitocondriales (Waczulikova 2007, Pérez-Hernández et al., 2010, Figueroa-

García et al., 2015). 

 

La disfunción de las mitocondrias está estrechamente relacionada con desordenes 

metabólicos (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 

síndrome metabólico y de resistencia a la insulina, incluyendo el músculo esquelético, el 

hígado, tejido adiposo, el corazón y páncreas (Bugger y Dale 2008, De Pauw et al., 2009) 

Asimismo, los cambios en las propiedades físicas y químicas 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-García et 

al.,  2015) 

 

Durante los últimos años se ha propuesto el uso de ácidos grasos poliinsaturados -3 

(AGPIs -3) principalmente de cadena larga, como son el ácido eicosapentaenoico (EPA) y 

el ácido 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 composición de las membranas 

mitocondriales, incrementando el índice de insaturación y la fluidez membranal (Jump 2002, 



8 

 

Leonard et al., 2004, Das 2006, Rohrbach 2009; Yu et al., 2014) modificando la función de 

las mitocondrias. No obstante, son pocos los estudios enfocados en observar los efectos del 

ácido alfa linolénico (ALA) en la función mitocondrial durante el desarrollo de la diabetes. 

 

En la siguiente sección se abordarán algunos detalles e información básica sobre las 

características distintivas de la DM2, los factores que contribuyen a su desarrollo y la relación 

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 año 2040 este número 

incremente a 642 millones de personas (IDF Diabetes Atlas 2015). La diabetes engloba una 

serie de alteraciones metabólicas, caracterizadas por un estado crónico de hiperglicemia, así 

como modificaciones en el metabolismo de lípidos y proteínas que resultan de defectos en la 

secreción de insulina, resistencia a la acción de dicha hormona o ambos (Bennett, 2003, 

Atkinson 2014). Las causas de la DM son múltiples, sin embargo, los factores genéticos y 

ambientales tienen un papel importante en la etiología de esta enfermedad (Kuzuya et al., 

2002).  

 

 1.2 Clasificación de la diabetes  

 

 La DM ha sido clasificada en varias categorías, como son: Diabetes Mellitus Tipo 1 

(DM1), de tipo autoinmune, en la que el sistema de defensas del organismo ataca a las células 

β-pancreáticas encargadas de la síntesis de insulina (Wherrett, 2014). Diabetes Mellitus 

Tipo 2 (DM2): causada por factores como son la resistencia a la insulina o una producción 

baja de insulina por parte de las células  pancreáticas (Kuzuya et al., 2014). Diabetes 

Mellitus Gestacional: se presenta por alteraciones hormonales durante el embarazo. Se 

caracteriza por hiperglucemia crónica que aparece generalmente en el último trimestre del 

embarazo como consecuencia de la condición diabetogénica del mismo (Febres et al., 2000). 

Otros tipos específicos de diabetes mellitus: Defectos genéticos de las células  
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pancreáticas, enfermedades del páncreas exógeno o inducida por agentes químicos. A 

continuación, se describirá con mayor detalle las características de la DM1 y DM2  

 

Diabetes mellitus tipo 1: ésta se establece como consecuencia de una reacción 

autoinmune que da como resultado la destrucción de las células  pancreáticas, mientras que 

la diabetes tipo 2 es causada principalmente por resistencia a la insulina (Blake y Trounce 

2014). La reducción del número de células  pancreáticas ocasiona una incapacidad para 

mantener las concentraciones necesarias de insulina en respuesta a la ingesta calórica. Esta 

patología es la variedad más frecuente que ocurre principalmente en sujetos jóvenes. En estas 

personas la enfermedad se caracteriza por el comienzo repentino de síntomas: poliuria, 

polidipsia y polifagia (Wherrett 2014, Atkinson 2014). 

 

En México la incidencia de DM1 en pacientes entre 10 y 19 años se duplicó durante 

la última década, con un registro de 6.2 casos nuevos por cada 100,000 habitantes en el año 

2010. Para controlar la DM1 se han propuesto diversas estrategias como el trasplante 

pancreático y el uso de fármacos inmunomoduladores para disminuir la destrucción de 

células  pancreáticas, con resultados poco eficientes. El tratamiento recomendado es la 

administración de insulina de forma basal y en bolos o en bomba de infusión (Atkinson 

2014). 

 

Diabetes mellitus tipo 2: Se caracteriza por un déficit en la acción y/o secreción de 

la insulina. La DM2 se desarrolla principalmente en edades adultas, sin embargo también 

puede llegar a ocurrir en personas jóvenes. Al igual que en la DM1, parte de los síntomas de 

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

 

La disminución en la secreción de insulina y en la sensibilidad de los tejidos a su 

acción (resistencia a la insulina) está involucrada en la DM2. La resistencia a la insulina se 

desarrolla por el déficit en la unión de dicha hormona a sus receptores, así como por la 

insensibilización 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 hiperglucemia es la 

característica bioquímica fundamental de la DM2, causando estrés oxidativo, inflamación y 
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disfunción 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 física. No obstante, a largo plazo llega a ser difícil 

mantener estos hábitos y dificulta el control de la enfermedad. Por ello la mayoría de 

pacientes con DM2 recurren a tratamientos orales e inyectables, los cuales atenúan 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 abordarán con mayor detalle 

los tratamientos más comunes en el control de la diabetes  

 

 1.3 Tratamientos para el control de la diabetes 

 

El diagnóstico de DM se establece siguiendo los criterios consensuados en 1999 por 

la ADA (American Diabetes Association 2011) y la organización mundial de la salud (OMS). 

Ambas organizaciones han propuesto diversas medidas terapéuticas para el control 

glucémico con el fin de revertir o evitar la progresión 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 intervención inmediata en el control de la 

hiperglucemia y de los factores de riesgo cardiovascular asociados a la DM como la 

dislipidemia y la hipertensión. En general, los fármacos utilizados en el tratamiento de la 

DM2 tienen un efecto hipoglucemiante similar, que varía dependiendo de los valores 

glucémicos previos al inicio del tratamiento (Ascaso 2014). Entre los fármacos 

hipoglucemiantes tradicionales se encuentran: 

 

Biguanidas: Actualmente, la única biguanida disponible en la práctica clínica 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 láctica. La 

metformina comenzó a utilizarse en Estados Unidos en el año de 1995 y llegó a ser el 

medicamento con mayor prescripción 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 

orgánicos 1 (hOCT1 por sus siglas en inglés: Organic Cation Transporter) y ejerce múltiples 

acciones con o sin la presencia de insulina (Fig.1). Sus efectos dependen en gran medida de 

la exposición al medicamento (tiempo y concentración) y al metabolismo de los nutrientes 

dentro de los diferentes tejidos (Ferrannini 2014; Tahrani et al. 2016). En el hígado, la 

metformina, incrementa la señal de la insulina, reduce la acción del glucagon y reduce la 

gluconeogénesis por la inhibición de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Por otro lado, en 

músculo, dicho fármaco promueve la captación de la glucosa mediada por insulina a través 

del glucotransportador 4 (GLUT 4) (Bailey 2015). 

 

Fig. 1.  Mecanismos de acción de la metformina en la célula (Tomado de Tahrani et al., 

2016). La metformina ingresa a las células a través del transportador de cationes orgánicos 1. Las células 

intestinales están expuestas a altas concentraciones de metformina, que interrumpen la cadena respiratoria 

mitocondrial en el complejo I. Además, promueve un aumento de la glucólisis y síntesis de lactato. En el hígado, 

aumenta la señalización de la insulina, disminuye la acción del glucagón y reduce la gluconeogénesis y la 

glucogenólisis. Asimismo, la metformina puede inhibir la enzima mitocondrial glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa, alterando el estado redox hepatocelular, dando como resultado una alteración en la relación 

ATP:AMP  
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Grupo de secretágogos (sulfonilureas y meglitidinas): Las sulfonilureas estimulan la 

liberación de insulina por las células  del páncreas y el aumento de la sensibilidad de los 

tejidos periféricos a esta hormona, siendo útiles en el tratamiento de  diabéticos tipo 2. 

Su  principal blanco es el receptor de sulfonilureas, específicamente 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 pancreática lo que conduce a la despolarización de la 

membrana y a la entrada de calcio extracelular que a su vez favorece la exocitosis de los 

gránulos de insulina (Fig. 2) Las sulfonilureas pueden producir hipoglucemias graves y 

aumento de peso, también aumenta la incidencia de hipoglucemia cuando se utiliza en 

combinación con otros hipoglucemiantes. Además, se unen al receptor SUR2A de los 

cardiomiocitos y al SURB de la pared vascular y pueden inhibir el precondicionamiento 

isquémico, mecanismo endógeno de protección cardiaca durante episodios isquémicos 

(Krentz y Bailey 2005). 
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Fig. 2. Mecanismos de acción de las sulfonilureas (Tomado de Tahrani et al., 2016). Las 

sulfonilureas y agonistas del receptor del péptido 1 similar al glucagón (GLP 1) actúan sobre las células β 

pancreáticas para aumentar la secreción de insulina inducida por glucosa. Estos agentes se unen a la superficie 

citosólica del receptor de sulfonilurea 1 (SUR1), que es parte del canal de potasio Kir6.2 sensible a ATP. La 

unión de la sulfonilurea o meglitinida cierra el canal Kir6.2, evitando el eflujo de potasio y despolarizando así 

la membrana plasmática. La despolarización abre los canales de calcio dependientes del voltaje, aumentando la 

afluencia de calcio y activando las proteínas de señalización 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 año de 2011 debido a su posible 

asociación con la aparición cáncer de vejiga. Sin embargo en Estados Unidos y en nuestro 

país su uso es común. Las tiazolidinedionas son agonistas selectivos de los receptores 

activados por proliferación de peroxisomas isoforma  PPAR . Cuando dichos receptores 

se activan por un ligando, se unen al receptor de ácido 9-cis retinoico (RXR) para formar un 

heterodímero, uniéndose posteriormente al DNA para regular la transcripción genética y la 

traducción de una variedad de proteínas involucrados en la diferenciación celular y el 

metabolismo de glucosa y lípidos (Fig. 3). Se sabe que PPAR  altera la expresión de algunos 

genes que participan en la síntesis de la insulina, captación de la glucosa y reducción de 

inflamación. Además la activación de PPAR  en los adipocitos reduce la circulación de 

ácidos grasos libres y la acumulación ectópica de lípidos en músculo esquelético e hígado  

(Tahrani et al. 2016). 
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Fig. 3. Mecanismos de acción de las tiazolidinedionas (Tomado de Tahrani et al., 2016). Las 

tiazolidinedionas promueven un aumento en la sensibilidad de la insulina sin afectar su secreción. Se une 

específicamente a los PPARs. Promueve la captación de glucosa en músculo, esquelético, tejido adiposo y en 

hígado 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 retención de líquidos, como 

resultado de la reabsorción de sodio en los riñones debido al incremento en la expresión de 

canales de sodio en los túbulos renales. Por otro lado, su uso durante tiempos prolongados 

en pacientes con DM2 resulta en menor densidad ósea así como en un mayor riesgo de 

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

 

Insulina: suele ser utilizada como tratamiento para contrarrestar la secreción 

defectuosa de insulina. La insulina tiene una acción hipoglucemiante superior al resto de 

fármacos 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 está bien determinado en qué momento de la patología debe ser 

utilizada. Por lo común, 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, aún sigue siendo uno de las opciones de tratamiento menos socorridas. 

 

Los tratamientos mencionados en los párrafos 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 ω-3. Dichos ácidos grasos pueden tener efectos a 

múltiples 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 Ácidos grasos omega-3 y su efecto en el desarrollo de la diabetes 

 

  Los AGPIs tienen funciones heterogéneas y de gran importancia en mamíferos. Son 

componentes estructurales de las membranas celulares, por lo que regulan diversas 

propiedades físicas y químicas 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 ácidos 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 función 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 está 

asociado con un aumento de la afinidad a la insulina a sus receptores y en el aumento en el 

número de éstos sobre la superficie celular (Risérus 2008). 
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Fig. 4. Funciones y efectos de los ácidos grasos poliinsaturados. 

 

Se han documentado diversas vías mediante las cuales pueden actuar los AGPIs, 

participando como señalizadores, segundos mensajeros y en la modulación de la expresión 

de genes involucrados en el metabolismo de lípidos y glucosa (Campioli et al., 2012). Los 

AGPIs de cadena larga como el ácido eicosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico 

(DHA) actúan como agonistas (ligandos) o reguladores de factores de transcripción de 

proteínas de unión a elementos regulatorios de esteroles (SREBP-1), del factor nuclear kappa 

B (NF-KB) y del factor 4α nuclear de hepatocitos (HNF-4α) (Jump y Clarke, 1999).  

 

 En el ser humano (y los mamíferos en general) los AGPIs ω-3 deben ser obtenidos de 

los alimentos. Las dietas modernas contienen concentraciones excesivas de AGPIs ω-6 y una 

baja cantidad de AGPIs ω-3 lo que propicia trastornos en metabolismo de los lípidos (Jie et 
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al., 2014). Los efectos biológicos del consumo de AGPIs ω-3 dependen entre otros factores 

de la capacidad de absorción 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 estimulación para la liberación de las lipasas pancreáticas en respuesta 

a los lípidos de la dieta (Schuchardt y Hahn 2013). El consumo de animales marinos 

provenientes de regiones frías provee una proporción más alta de grasas poliinsaturadas que 

la dieta occidental típica. Uno de los ácidos grasos que se encuentra mayoritariamente en los 

peces de agua fría es el EPA el cual parece inhibir la formación de prostaglandinas de la serie 

2, las cuales en su mayoría son potentes vasoconstrictoras y algunas estimuladoras de la 

agregación plaquetaria. Además, el EPA disminuye la concentración 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: , (también llamado ) y Dichos receptores 

controlan la expresión de una gran cantidad de genes implicados en varias funciones 

fisiológicas, incluidas la homeostasis de lípidos y glucosa, proliferación y diferenciación 

celular, así como en procesos inflamatorios (Luquet et al.,2004). 
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Fig. 5. Isoformas de PPARs y su participación en el metabolismo de lípidos y 

carbohidratos. 

 

Los isotipos de PPARs tienen diferentes características. PPAR es activado por 

AGPIs y leucotrienos B4, se expresa en hígado, corazón, macrófagos y otras células. La 

activación de PPAR incrementa el catabolismo de los ácidos grasos mediante la ω 

oxidación y la β oxidación, asimismo promueve una disminución en el contenido de VLDL 

(Por sus siglas en inglés: Very Low density Lipoprotein) (Luquet et al., 2004). PPAR se 

expresa en adipocitos, macrófagos, placenta y otros tejidos, es activado por algunos ácidos 

grasos así como por determinados metabolitos derivados de los AGPIs como las 15-desoxi-

prostaglandinas J2. La activación de PPAR disminuye la expresión de genes que 

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

sanguíneos (Rosen et al., 2000). 

 

 Se ha demostrado también que los AGPIs incrementan la actividad transcripcional de 

genes regulados por PPARs de una manera directa y pueden ser reguladores metabólicos. 

Otros ligandos importantes de PPARs son las TZDs que como se describio previamente, son 

medicamentos utilizados para el tratamiento de la diabetes. La activación de los PPAR  por 

las TZD y los AGPIs ω-3 acelera la velocidad de la diferenciación celular, incrementa la 

expresión del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) y de la lipoproteína lipasa en el tejido 

adiposo. También se ha observado en el músculo esquelético; que los PPARs incrementan la 

sensibilidad a la insulina, aceleran el metabolismo de la glucosa controlando su concentración 

sanguínea y disminuyen la concentración de triglicéridos en sangre (Ruzickova et al. 2004; 

Tahrani et al. 2016). 

 

1.5 Mitocondrias 

 

Las mitocondrias son organelos intracelulares presentes en prácticamente todas las 

células eucariontes, suministran la mayor parte de la energía que éstas requiere para diversos 

procesos que se realizan dentro de ella. El tamaño y la forma de las mitocondrias varían en 

grado considerable, en función de su origen y estado metabólico. Son organelos elipsoides 

de 0.5m de diámetro y 1 m de largo aproximadamente (Voet et al., 2007). La mitocondria 

está delimitada por una membrana externa y contiene una membrana interna con varias 

invaginaciones. El número de las invaginaciones llamadas crestas, varía con la actividad 

respiratoria de un tipo particular de célula, esto se debe a que las proteínas que median la 

cadena de transporte de electrones y la fosforilación oxidativa están unidas a la membrana 

mitocondrial interna, por lo tanto la velocidad de respiración varía con el área de superficie 

de esta membrana (Suen et al., 2008). El 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, así 

como sustratos, cofactores, nucleótidos y iones orgánicos (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 lípidos como el ácido fosfatídico, las esfingomielinas y los glucolípidos 

característicos de las membranas plasmáticas de las células eucariotas. Estas membranas 

presentan un bajo porcentaje de colesterol (entre el 7%-11%) en comparación 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 plasmáticas, las membranas 

mitocondriales poseen una asimetría en la distribución de los lípidos, no sólo entre la 

membrana interna y externa, sino también entre las capas interna y externa de la bicapa 

lipídica, de tal suerte que una alteración en esta distribución puede tener consecuencias para 

la función 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 proteínas y un 25% de lípidos. Asimismo, 

es permeable sólo al O2, el CO2 y el H2O. Además de las proteínas de la cadena respiratoria 

contiene numerosas proteínas transportadoras que controlan el movimiento metabolitos 

como ATP, ADP, piruvato, Ca+ y fosfato. Contiene tres tipos de proteínas: 

a) Proteínas que llevan a cabo las reacciones de óxido-reducción de la cadena 

respiratoria. 

b) El complejo enzimático denominado ATP sintetasa que lleva a cabo la 

síntesis de ATP. 

c) Proteínas transportadoras específicas (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 más de veinte transportadores 

distintos de electrones asociados a un número 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 

oxidación-reducción, pero las bases estructurales que fundamentan esta función aún 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 O2 (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 móviles y otros son componentes de complejos 

proteicos integrales de la membrana interna. La secuencia de los transportadores de 

electrones refleja aproximadamente sus potenciales de reducción relativos, así que el proceso 

total del transporte de electrones es exergónico (Voet et al., 2007, Monteiro et al., 2013). 

 

1.7 Disfunción 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 cómo se modifica la bioenergética mitocondrial 

en esta enfermedad. Parámetros como el consumo de oxígeno, el potencial transmembranal, 

estrés oxidativo, lipoperoxidación y fluidez membranal han sido evaluados para determinar 

las modificaciones que se generan con el desarrollo de la DM (Figueroa-García et al., 2015. 

 

La disfunción mitocondrial está estrechamente relacionada con desórdenes 

metabólicos (Sorriento et al., 2014) y es considerada como un componente crítico 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 síndrome metabólico, resistencia a la insulina 

y diabetes, incluidos músculo esquelético, hígado, tejido adiposo, corazón y páncreas. Se ha 

observado que en músculo esquelético incrementan los niveles de especies reactivas de 

oxígeno, disminuye la capacidad de respiración mitocondrial, la producción de ATP y la 

oxidación de ácidos grasos (Short et al., 2005).  
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El incremento en la producción mitocondrial de especies reactivas de oxígeno durante 

la hiperglicemia es reconocido como una de las principales causas de las complicaciones 

clínicas asociadas con la diabetes y la obesidad (Chang et al., 2003, Raza et al., 2011). 

Modificaciones en la cadena de transporte de electrones, sobreproducción de especies 

reactivas de oxígeno y un incremento en la lipoperoxidación, ha sido reportado durante la 

diabetes (Lujerio et al., 2003, Raza et al., 2011, Figueroa-García et al., 2015). La disfunción 

mitocondrial causa daño celular y muerte por el déficit en la producción de ATP. Asimismo 

se incrementan los procesos de apoptosis causados por la liberación de citocromo c y otros 

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

 

 Los lípidos de las mitocondrias están involucrados en un gran número de procesos. 

En el caso particular de la producción de energía existe información de que los lípidos pueden 

modular la respiración mitocondrial, lo cual ha llevado a evaluar el impacto que tiene la dieta 

en el tipo de ácidos grasos de las membranas mitocondriales y en el consumo de oxígeno (Yu 

et al., 2014). Al respecto Cavaliere et al., (2016) mostraron que en ratas Wistar obesas (como 

modelo de resistencia a la insulina) suplementadas con AGPIs ω-3 (EPA y DHA) incrementó 

el consumo de oxígeno 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 formación de mitocondrias en 

las células adiposas y activan la expresión del gen de la carnitina palmitoil-transferasa-1. Esta 

proteína estimula la entrada de ácidos grasos en las mitocondrias activando la oxidación. 

 

 Existen reportes de que los suplementos dietéticos con DHA alteran la composición 

de ácidos grasos de fosfolípidos mitocondriales y retrasan la apertura del poro de la transición 

de la permeabilidad de la membrana mitocondrial inducida por Ca2+ (Stanley et al., 2012). 

En ese sentido, está reportado que al suplementar con DHA a ratas Wistar, incrementa el 

contenido de dicho ácido graso en la membrana interna mitocondrial de corazón, en 

asociación con un aumento en la respiración mitocondrial. Se concluye que el contenido de 

DHA retrasa la apertura del poro de transición de la permeabilidad mitocondrial y que se 

favorece la retención de calcio de la mitocondria originando un efecto cardioprotector 

(Krairallah et al., 2010). 
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 La composición de ácidos grasos así como el grado de insaturación de los mismos en 

los fosfofolípidos es de gran importancia para la regulación de la fluidez membranal, la 

permeabilidad y por consiguiente, para las funciones especializadas de las membranas 

celulares (Tsalouhidou et al., 2006, Pérez-Hernández 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 fisicoquímicas de la membrana ocurridas 

durante el desarrollo de esta enfermedad (Pérez-Hernández et al., 2010, Pérez 2011, 

Waczulikova et al., 2007). 

 

 En un trabajo previo, analizamos la fluidez en membranas de eritrocitos de ratas 

espontáneamente 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 disminución de 

la fluidez membranal con respecto al grupo control. Al analizar la composición de ácidos 

grasos observamos un incremento de los ácidos grasos saturados, lo que se reflejó en un 

decremento en el cociente de insaturación (Ins/Sat). Estos resultados indican que cambios en 

la composición de ácidos grasos contribuyeron significativamente a la disminución de la 

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

 

 Se ha propuesto que un defecto en la actividad de la delta-6 y la delta-5 desaturasas 

modifica la composición de ácidos 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 ω-3 pueden incrementar la fluidez membranal, aumentar el número 

de receptores de insulina así como su afinidad por la glucosa e incrementar el número de 

transportadores de glucosa (GLUT 4) (Das, 2006). Lo anterior sugiere que la composición 

de los ácidos grasos altera la sensibilidad a la insulina, indicando que un alto contenido de 

ácidos grasos poliinsaturados en la membrana plasmática mejora la sensibilidad a la insulina 

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

 

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

enzimas responsables en la regulación de la composición de ácidos grasos de las membranas. 
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Ya que la afinidad de algunas de estas enzimas están estrechamente influenciadas por el 

ambiente lipídico que las rodea, es probable que un cambio en la composición de las 

membranas (en específico del contenido de ácidos grasos ω-3 y ω-6) pueda influir de manera 

relevante en el mantenimiento de la fluidez y la actividad enzimática (Hulbert et al., 2005). 

Al parecer, las modificaciones en la composición de ácidos grasos, fosfolípidos y en el 

contenido de ω-3 y ω-6 en la membrana pueden afectar la fluidez y regular los diferentes 

procesos bioquímicos que en ésta se realizan, generando anormalidades en la célula y 

contribuyendo al desarrollo de diferentes trastornos metabólicos (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 

lipídica. Asimismo, la composición de ácidos grasos parece contribuir no sólo a la regulación 

de la fluidez, sino también al funcionamiento de las mitocondrias. Al respecto los AGPIs ω-

3 parecen tener un papel importante en la bioenergética mitocondrial Sin embargo aún no 

quedan del todo claro cuáles 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 ácido alfa 

linolénico (ALA) sobre las propiedades fisicoquímicas de membranas de mitocondrias de 

hígado de ratas Wistar y su repercusión en la actividad mitocondrial durante el desarrollo de 

la diabetes. 

 

 

2.1 Objetivos particulares 

 

 Determinar el efecto del ácido alfa linolénico (ALA) sobre el metabolismo de 

carbohidratos y lípidos midiendo la concentración de glucosa, triglicéridos y 

colesterol sanguíneos en un modelo de DM2 en ratas Wistar. 

 

 Evaluar si el consumo de oxígeno y el control respiratorio de mitocondrias de hígado 

de ratas Wistar se ve afectado durante el desarrollo de la diabetes y/o con el 

suplemento de ALA a 1, 3 y 6 meses de edad 

 

 Analizar el efecto de la diabetes y/o el suplemento de ALA sobre la composición de 

ácidos grasos de mitocondrias de hígado y su repercusión en la respiración 

mitocondrial 

 

 Analizar la fluidez de membranas mitocondriales de hígado en tres regiones 

diferentes de la membrana (intermedia, núcleo y superficie) haciendo uso de tres 

monitores fluorescentes: dipirenilpropano (DPiP), difenil hexatrieno (DPH) y 

trimetilamonio difenil hexatrieno (TMA-DPH). 

 

 Caracterizar termotrópicamente a las membranas de mitocondrias de hígado y 

conocer las energías de activación y la temperatura de transición de fase. 

 

 Evaluar si durante el desarrollo de la diabetes incrementa la lipoperoxidación en 

membranas mitocondriales de ratas Wistar. 



26 

 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 Los reactivos y solventes utilizados en esta investigación fueron grado reactivo y se 

adquirieron de J. T. Baker, Merck y Sigma. Los reactivos para la cromatografía de gases 

fueron grado HPLC de la marca J.T. Baker. Los estándares de metil-ésteres se adquirieron 

de Sigma-Aldrich con una pureza mínima 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 cápsulas de aceite de linaza (Flax seed oil) que contienen el ácido  linolénico 

fueron obtenidas de la tienda de suplementos alimenticios General Nutrition Center (GNC) 

y se analizaron mediante cromatografía de gases para saber su composición de ácidos grasos. 

 

3.1 Animales  

 

Se utilizaron ratas Wistar, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio 

(aprox. 22ºC, 12 h luz, 12 h oscuridad). Se generó un modelo de diabetes tipo 2 en neonatos 

de 48 h. mediante una inyección intraperitoneal con una dosis única de estreptozotocina 

(STZ) de 135 mg/kg de peso corporal en amortiguador de citratos pH 4.5 A las ratas neonatas 

control se les inyectó únicamente amortiguador de citratos. Las ratas se destetaron a las 4 

semanas de edad y cada grupo se dividió en dos, a uno de ellos se le dio aceite de linaza (con 

alto contenido de ácido 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 sanguínea y el peso corporal 

cada tercer día. Al destete se realizaron estas cuantificaciones semanalmente. La medición 

de la concentración de la glucosa sanguínea se realizó mediante tiras reactivas en un 

glucómetro de la marca Accu-chek active®, las mediciones mensuales de colesterol y 

triglicéridos sanguíneos se realizaron utilizando tiras reactivas en un multiparamétrico de la 

marca Accutrend®.  
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Al mes de vida se realizó una curva de tolerancia (previo al inicio del tratamiento) 

con el fin de observar la respuesta del páncreas (secreción de insulina) al estímulo de glucosa. 

Se utilizó dextrosa a una concentración de 2 g/kg de peso corporal. Previo a la administración 

de la dextrosa se obtuvo la concentración basal de la glicemia. Posteriormente se aplicó la 

dosis de dextrosa mediante cánula esofágica y se realizaron las mediciones de glucosa 

sanguínea cada 30 min hasta los 150 min (2 horas y media). Para ello nuevamente se utilizó 

un glucómetro de la marca Accu-chek active®. 

 

El sacrificio de al menos 4 animales se realizó a 1, 3 y 6 meses de edad. Las ratas 

fueron anestesiadas con pentobarbital sódico a una dosis de 40 mg/kg de peso corporal. La 

sangre se extrajo por punción cardiaca con agujas y tubos Vacutainer. La sangre se depositó 

en tubos de química sanguínea de 10 ml, se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 10 minutos 

en una centrifuga marca Hermle Z206 A. El suero obtenido se depositó en tubos Eppendorf 

y se congeló a -70 oC para las cuantificaciones de colesterol y triglicéridos. Asimismo, se 

removió el hígado y se depositó en un recipiente que contenía solución salina para su uso 

inmediato en el aislamiento de mitocondrias. 

 

3.2 Química sanguínea 

 

Colesterol en suero: Para determinar la concentración de colesterol total en suero se 

utilizó un kit comercial (SpinReact). Se desarrolló una curva con estándar de colesterol en el 

intervalo de 0 a 20 g/dl. Se tomaron por duplicado, 10 l de suero y se adicionó 1 ml del 

reactivo para determinar el colesterol de acuerdo a las especificaciones del fabricante 

(SpinReact). Se permitió el desarrollo de color incubando a temperatura ambiente durante 10 

min. Finalmente, se leyó la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una 

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

 

La cuantificación de colesterol por esta técnica se basa en la reacción de la colesterol 

esterasa que libera el colesterol de ácidos grasos esterificados de la colesterol oxidasa que 

produce 4-colestenona + H2O2. En presencia  de peroxidasa el H2O2, reacciona con fenol + 

4-aminofenazona, dando lugar a un compuesto colorido. 
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Triglicéridos en suero: Para determinar la concentración de triacilgliceroles en suero 

se utilizó un kit comercial (SpinReact). Se desarrolló una curva con estándar de triglicéridos 

en el intervalo de 0 a 20 g/dl. Se tomaron, por duplicado, 10l de suero y se adicionó 1 ml 

del reactivo para determinación de triglicéridos de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante (SpinReact). Se permitió el desarrollo de color incubando a temperatura ambiente 

durante 10 min. Finalmente, se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 505 nm en un 

espectrofotómetro Genesys 20 Thermo Scientific. La cuantificación de triglicéridos mediante 

esta técnica se basa en el mismo principio de formación de hidroperóxidos y desarrollo de 

una reacción colorida, descrito para colesterol, con la diferencia de formación de 

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

 

3.3 Aislamiento de mitocondrias y determinación del consumo de oxígeno 

 

Se removieron los hígados y a partir de estos se obtuvieron las mitocondrias. Los 

órganos fueron depositados en recipientes con una solución de aislamiento que contenía 

sacarosa 250 mM, Hepes 10 mM y EGTA 1 mM ajustado a un pH de 7.3. Posteriormente los 

hígados fueron triturados y homogenizados en frío en un homogenizador Potter-Elvehjem 

con el mismo medio y centrifugados 10 minutos a 2,500 r.p.m. El sobrenadante se filtró en 

gasa, se depositó en tubos limpios y se centrifugó 10 minutos a 10,000 r.p.m. en un rotor 

F15-6x100y Thermo Scientific. Nuevamente se decantó el sobrenadante y la pastilla fue 

removida cuidadosamente e incubada en un medio que contenía sacarosa 250 mM, Hepes 10 

mM y albúmina libre de ácidos grasos al 0.1% durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, 

se centrifugó de nuevo durante 10 minutos a 10,000 r.p.m. Finalmente se removió la pastilla 

que contenía la fracción mitocondrial y se depositó en tubos Eppendorf los cuales se 

mantuvieron en frio. 

 

El consumo de oxígeno mitocondrial se determinó mediante oximetría polarográfica 

con un electrodo tipo Clark. Se obtuvieron las gráficas de consumo de oxígeno y se 

cuantificaron los nanomoles de oxígeno/mg proteína en estado basal (estado 4). Asimismo, 

se cuantificaron los nanomoles/mg proteína que se consumieron por cada nanomol de ADP 



29 

 

adicionado (estado 3). Se calculó el control respiratorio con base al cociente de las pendientes 

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

 

 

 3.4 Extracción de lípidos totales de mitocondrias de hígado 

 

Los lípidos de las mitocondrias fueron extraídos de acuerdo al procedimiento de Bligh 

y Dyer (1959) y Ames (1968) como se describe en Pérez-Hernández et al., 2010 para 

fantasmas de eritrocitos. El procedimiento se describe a continuación: se tomaron las 

mitocondrias (2mg prot), se depositaron en un homogenizador Potter-Elvehjem, se adicionó 

una mezcla de metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8 relación volumen) y se homogenizó. 

Después de la adición de la mezcla de solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se 

adicionó un volumen de cloroformo y uno de agua y se volvió a homogenizar brevemente. 

Después el homogenado se centrifugó a 2500 r.p.m a 8oC durante 5 minutos en una centrífuga 

Z206 A marca Hermle y se obtuvo un sistema de dos fases. Se eliminó la fase acuosa y se 

colectó la clorofórmica. Después se evaporó el solvente bajo una corriente de nitrógeno. 

 

3.5 Metilación de ácidos grasos de mitocondrias de hígado 

 

Los metil ésteres de los ácidos grasos se prepararon esencialmente como describen 

Morrison y Smith (1964). Las reacciones de derivatización se realizaron en viales de vidrio 

de 4 ml en los cuales se evaporaron entre 50 y 200 g de lípidos a sequedad bajo una corriente 

de gas de nitrógeno. Después de la adición de 0.5 ml de reactivo de trifluoruro de boro (BF3) 

al 14% en metanol, se generó una atmósfera de nitrógeno y se cerró el vial con una tapa de 

rosca y disco inerte de silicón con cubierta de teflón. Se calentó por 30 min. a 

aproximadamente 92 oC en baño de agua. La muestra se enfrió a temperatura ambiente, el 

vial se abrió y se añadieron dos volúmenes de hexano y un volumen de agua, se agitó 

vigorosamente y se formó un sistema de dos fases, los metil ésteres se extrajeron de la fase 

orgánica. Se evaporó el hexano bajo una corriente de nitrógeno y los metil ésteres de los 

ácidos grasos se almacenaron a -70 oC y protegidos de la luz hasta su posterior análisis por 

cromatografía de gases. 
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3.6 Análisis de la composición de ácidos grasos de mitocondrias de hígado 

 

Los ácidos grasos transesterificados se resuspendieron en n-hexano grado HPLC. Los 

metil ésteres se analizaron en un cromatógrafo de gases Clarus 500 Perkin Elmer controlado 

por computadora, equipado con un inyector capilar “Split/splitless” y detector de ionización 

de flama (FID). Los metil ésteres de los ácidos grasos se separaron en una columna capilar 

Omegawax (0.25 mm de diámetro interno y 0.25 mm de grosor) de 30 metros de longitud. 

Se utilizó nitrógeno de alta pureza como gas de acarreo. Se determinaron los tiempos de 

retención de cada uno de los estándares de metil ésteres de ácidos grasos y se hicieron curvas 

de calibración para cada uno de ellos. La composición de ácidos grasos de las muestras se 

determinó por comparación de los tiempos de retención y por análisis de las áreas bajo los 

picos. 

 

3.7 Análisis de la fluidez membranal de mitocondrias de hígado 

 

Para la determinación de la fluidez membranal se utilizaron tres monitores 

fluorescentes: DPiP, DPH y TMA-DPH. El 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 región intermedia de la monocapa lipídica, el DPH 

se localiza en el núcleo de la bicapa de fosfolípidos y el TMA-DPH se ubica 

preferencialmente en la región polar. 

 

El DPiP fue incorporado en las membranas mitocondriales. Se tomó el volumen 

necesario de mitocondrias y se depositaron en tubos eppendorf. A partir de una solución de 

DPiP 89 M en etanol se inyectaron 5 l del monitor fluorescente a las membranas, al mismo 

tiempo se mantenía en agitación con vortex, todo lo anterior se realizó en condiciones de 

poca luz, además las muestras se mantuvieron en hielo. Luego de adicionar el DPiP las 

membranas fueron sonicadas en baño a temperatura ambiente durante 1 minuto. Una vez 

inyectado el DPiP las muestras se mantuvieron en incubación en cuarto frío con agitación 

constante durante 24 horas para asegurar la incorporación del monitor fluorescente. Al día 

siguiente nuevamente se sonicaron las muestras en baño durante 1 minuto y se 
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resuspendieron en solución de aislamiento de mitocondrias a un volumen final de 3 ml. La 

concentración final de DPiP fue 0.15 mM y con una relación molar de fluoróforo/fosfolípido 

de 1:2500. 

 

Las mediciones de fluidez se realizaron a diferentes temperaturas partiendo de los 10 

oC y llegando hasta los 60 oC, en un espectrofluorómetro LS55 Perkin-Elmer conectado a un 

baño recirculante con termostato. Las fluorescencia del DPiP para monómero fue de 379 nm 

y para excímero de 480 nm. A partir de las intensidades de fluorescencia de excímero (Ie) y 

monómero (I/m) obtuvimos el cociente Ie/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 proteína/ml 

de la suspensión de mitocondrias, posteriormente se incorporó el DPH o TMA-DPH. Las 

membranas fueron incubadas en cuarto frío con agitación continua durante 30 minutos. A 

continuación las membranas fueron diluidas en un volumen final de 3 ml en amortiguador de 

fosfatos y sonicadas en baño durante 5 minutos. La concentración final de DPH y TMA-DPH 

fue de 0.25 mM. Las mediciones de polarización de fluorescencia se realizaron a diferentes 

temperaturas, a partir de 10 oC hasta 60 oC en el mismo espectrofluorómetro Perkin-Elmer 

LS55 conectado a un baño recirculante con termostato. Ambos fluoróforos fueron excitados 

a 365 nm, la emisión del DPH fue detectada a 430 nm y a 425 nm en el caso del TMA-DPH. 

 

3.8 Determinación de Malondialdehído (MDA) por método de TBARS  

 

Se cuantificó la concentración de malondialdehído (MDA) como índice de 

lipoperoxidación (Ohkawa et al., 1979) en membranas mitocondriales. Para la determinación 

de las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBA) se tomaron 500 l de la solución de 

mitocondrias y se depositaron en tubos Falcon. Después se añadió 200 ml de SDS al 0.8%, 

1.5 ml de ácido acético al 20% (ajustado a pH de 3.5) y solución de TBA al 0.8%. Asimismo, 

se añadió hidroxitolueno butilado (0.01%) para evitar la auto-oxidación de las muestras. 

Posteriormente los tubos se calentaron en baño de aceite a 95oC 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 solución 

butanol: piridina (15:1 vol/vol). Inmediatamente se centrifugaron los tubos a 4000 r.p.m. 

durante 10 min. Se recuperó la fase superior (fase lipídica) y se leyó en espectrofotómetro a 

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

 

3.9 Análisis estadístico 

 

Los parámetros se obtuvieron de al menos 4 ratas por grupo. Se utilizó una prueba de 

Tukey para el análisis estadístico de los datos con una p<0.05. 

  



33 

 

4. RESULTADOS 

 

  

 4.1 Peso corporal y glucosa sanguínea  

 

  

 Durante la lactancia, se obtuvieron las concentraciones de glucosa sanguínea y la 

ganancia de peso corporal. A los 5 días de nacidos (3 días después de la inyección de STZ) 

los animales inducidos a diabetes (STZ) mostraron una concentración elevada de glucosa en 

sangre (Fig. 6A).  La glicemia alcanzó los 320 mg/dl, significativamente más alta con 

respecto al grupo control que a esa misma edad mostró una glicemia de 85 mg/dl. Al paso de 

los días notamos una paulatina disminución de la glucosa sanguínea del grupo STZ, llegando 

a los 188 mg/dl a los 15 días de vida, no obstante incrementó ligeramente a los 20 días 

manteniéndose en los 210 mg/dl promedio hasta llegar a los 30 días de vida. 
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Fig. 6. A) Concentración de glucosa sanguínea 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 días de vida. A los 30 días 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 más baja con respecto a 

su contraparte normoglicémica. Al tercer día posterior a la inducción 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 día 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 días de nacidas en donde el grupo 

diabético tuvo un peso promedio de 85.25.9 g, es decir un 21% menos con respecto a los 

animales control (108.33.4 g). Es evidente que desde los primeros días de vida, la condición 

patológica de los animales diabéticos repercutió severamente en la ganancia de peso.  

 

 Al destete se realizó una curva de tolerancia a la glucosa con la intención de conocer 

la capacidad de los animales para metabolizarla (Fig. 7). Al administrar la dextrosa, 

observamos que el grupo diabético alcanzó una concentración de 29538 mg/dl (95 mg/dl 

arriba de su basal) mientras que en el grupo control la concentración 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 más alta, y aunque al parecer tienen la capacidad de 

metabolizarla en ningún punto de la curva llegan a concentraciones basales. Al término de la 

prueba, los animales diabéticos tuvieron una concentración 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). 
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 Observamos que al paso de los minutos en el grupo C disminuyó gradualmente su 

glucosa y al término de la curva llegó a su concentración basal (10110 mg/dl). Con lo 

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

 

 Como ya se mencionó, se realizó un seguimiento de la concentración de glucosa de 

los diferentes grupos de ratas Wistar. En la Fig. 8A se observa que en las ratas control la 

concentración de glucosa fue de 10012 mg/dl en promedio durante los 6 meses de 

experimentación. Al recibir únicamente la inyección 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 observó que al mes de edad y al destete de estos animales, la concentración 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 incrementó severamente 

alcanzando los 408101 mg/dl manteniéndose así hasta los 6 meses de edad.  
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Fig. 8. Concentración de glucosa sanguínea 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 

concentración elevada de glucosa al mes de edad (21040 mg/dl). A partir de ese momento 

se comenzó 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 suplementación) la glicemia disminuyó considerablemente, llegando a 15013 

mg/dl. En la misma figura se puede observar  que durante el tratamiento dicha concentración 

continuó 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. Concentración de glucosa sanguínea 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 concentración de glucosa en el grupo C-

ALA fue de 1097 mg/dl al mes de edad. En ese momento comenzó la suplementación y 

posteriormente se observó una ligera disminución de la glicemia a los 2 y 3 meses de edad 

(885 y 866 mg/dl). Sin embargo, a los 5 y 6 meses de vida hubo  un notable incremento 

de la glucosa (1408 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 concentración 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. Comparación de la glucosa sanguínea en el grupo Control y el grupo ALA durante 

los 6 meses de experimentación. n=5 *p < 0.05 en relación al grupo control. 

 

 En la figura 11 se muestran los cambios ocurridos en los grupos de Wistar a 1, 3 y 6 

meses de edad. Observamos claramente que las ratas diabéticas alcanzaron una concentración 

de glucosa más alta con respecto al grupo control, la cual se mantuvo así  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 así hasta los 6 meses de 

vida. En la misma figura también se observa incremento significativo de la concentración 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. Concentración de glucosa en los grupos de ratas Wistar a 1, 3 y 6 meses de edad. 

n=5 *p < 0.05 en relación 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 g y 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 

sanguínea 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 concentración de glucosa sanguínea de los grupos de ratas Wistar 

durante los 6 meses de vida. n=5 *p < 0.05 en relación 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. Concentración de lípidos sanguíneos 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 relación al grupo control. 
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Al mes de edad, no hubo diferencias significativas en la concentración 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 incrementó 

notablemente la concentración 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 mostró un incremento 

significativo de colesterol a los 3 meses de edad, con una concentración de 1796 mg/dl. Sin 

embargo, se observó una disminución significativa en la concentración 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 

concentración de colesterol, sin embargo no fue significativo. 

 

 La concentración de triglicéridos fue significativamente más alta en los animales 

diabéticos desde el primer mes de vida (1755 mg/dl) con respecto al grupo control (1223 

mg/dl) (Fig. 13 B). En la misma figura se observa que dicho parámetro incrementó 

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 concentración a las mismas edades. En este estudio corroboramos que el suplemento 

de ALA controló la concentración de triglicéridos sanguíneo en las STZ-ALA a los 6 meses 

de vida. A esta edad las STZ-ALA tuvieron 1626 mg/dl de triglicéridos, significativamente 

más 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 sanguíneos durante los meses de experimentación. Por una parte, a los 3 

meses de edad disminuyó de manera significativa en comparación con los grupos restantes 

(Fig. 13B)  Sin embargo, posteriormente incrementó de manera severa, alcanzando los 2208 

mg/dl, una concentración 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), además de controlar 

la glicemia (Fig. 9 y 13), y las concentraciones sanguíneas de colesterol y triglicéridos. Sin 
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embargo, en los animales normoglucémicos suplementados con ALA los efectos parecen ser 

contraproducentes pues se detectó un incremento en la glucosa y triglicéridos sanguíneos 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 así como los posibles efectos de los AGPIs 

-3 para contrarrestar los efectos de dicha patología. Por tal motivo realizamos las 

mediciones del consumo de oxígeno 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 oxígeno en el estado 4 (Fig. 14) no presentó diferencias  

significativas entre el grupo control y diabético (7012 y 745 nAtO/min/mg prot 

respectivamente). Sin embargo, tras la adición de ADP (200 nm), el consumo de oxígeno en 

estado 3 de las STZ fue significativamente mayor en comparación de sus contrapartes 

normoglicémicas (22310 nAtO/min/mg prot. y 18011 nAtO/min/mg prot 

respectivamente).  
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Fig. 14. Actividad mitocondrial a 1 mes de edad. A) Respiración en estado 4 y B) 

Respiración en estado 3. n=5 (*p < 0.05). 

 
 



42 

 

 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 adición 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 

oxígeno 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 oxígeno en estado 3 con respecto al grupo control; ya que al mes de vida 

(Fig.14B) los animales diabéticos tuvieron mayor consumo. Más adelante, se discutirá la 

posible relación entre el consumo de oxígeno y los cambios en la hiperglicemia, la 

composición de ácidos grasos y la fluidez membranal. 
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Fig. 15. Actividad mitocondrial a 3 meses de edad. A) Respiración en estado 4 y B) 

Respiración en estado 3. n=5 *p < 0.05 en relación al grupo control. 

 

 Al suplementar a los animales inducidos a diabetes se controló la glicemia y los 

lípidos sanguíneos. La Fig. 15B nos muestra que también el ALA parece influir en la 

actividad mitocondrial. Al comparar el consumo de oxígeno 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 oxígeno fue 112% mayor. De igual manera al comparar el 

consumo de oxígeno de las STZ-ALA con el grupo C (175.63.5 y 141.28.2  nAtO/min/mg 

prot) notamos que dicho consumo fue 24% más alto. Al analizar a las C-ALA observamos 

que este grupo tuvo el mayor consumo de oxígeno. 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% 

más alto en el grupo C-ALA. 
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Fig. 16. Actividad mitocondrial a 6 meses de edad. A) Respiración en estado 4 y B) 

Respiración en estado 3. n=5 p < 0.05 en relación 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 

oxígeno tras la adición del ADP y que a los 3 meses de vida este grupo presentó el consumo 

de oxígeno más bajo. Este efecto se agudizó a los 6 meses de vida pues al analizar el consumo 

de oxígeno de los animales diabéticos (Fig. 16B) se observa un consumo bajo en el estado 3 

(70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 oxígeno similar al grupo 

control, sin diferencias significativas (1113.5 y 1228.2 nAtO/min/mig prot). Por otro lado, 

el grupo ALA mostró diferencias significativas durante el estado 4 y 3 (Fig. 16A y B). Su 

consumo basal de oxígeno fue más alto que el resto de los grupos y tras la adición de ADP 

se observa un consumo de 25113.5 nAtO/min/mg prot, muy por encima de los demás 

grupos.  

 

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

oxímetro 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 análisis 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 más 

bajo. Sin embargo, como hemos observado previamente, a los tres meses de vida la actividad 

mitocondrial disminuyó drásticamente en los animales diabéticos, lo cual es evidente al 

analizar el CR. El valor fue de 1.450.09, es decir 52% más bajo con respecto al 1er 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. Análisis del control respiratorio de mitocondrias de hígado de los grupos Wistar a 

1, 3 y 6 meses de edad. n=5 (*p < 0.05). 

 

 Los animales suplementados con ALA mostraron un aumento en el consumo de 

oxígeno en el estado 3. Al analizar el CR de los grupos STZ-ALA y C-ALA y control a la 

edad de 3 meses, notamos que este parámetro 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 disminuyó 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 parámetro fue el más 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 oxidación (información que se discutirá 

con profundidad más adelante) así como en la modificación de sus propiedades 

fisicoquímicas (composición de ácidos grasos y fluidez), las cuales se mostrarán a 

continuación. 

 

 Hasta este punto hemos hablado sobre las modificaciones metabólicas (glucosa, 

colesterol y triglicéridos) durante la diabetes y su posible repercusión en la actividad 

mitocondrial. Al analizar los parámetros respiratorios de las mitocondrias notamos diversos 

cambios asociados a la suplementación con ALA que podrían estar relacionados con la 

fluidez membranal y con la composición de ácidos grasos. Por esta razón se analizaron dichos 

parámetros para conocer su posible participación en la actividad mitocondrial. 

 

 4.4 Composición de ácidos grasos de mitocondrias de hígado 

 

 En la tabla 1 se muestra la composición de ácidos 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 palmítico, oleico y 

docosahexaenoico, que representan a un ácido graso saturado, monoinsaturado y 

poliinsaturado, respectivamente. 
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Tabla 1.  Composición de ácidos grasos (mol%) de mitocondrias de hígado de ratas Wistar 

de 1 mes de edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En las STZ el ácido palmítico 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 ácido oleico se encontró 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 presentó 

11% más de dicho ácido graso con respecto al grupo control (10.10.2 y 9.10.2 

respectivamente). Estos ligeros cambios afectaron el cociente de insaturación, en el grupo 

diabético. El valor de dicho cociente fue de 1.70.04 mientras que en el grupo control fue 

significativamente más bajo (1.40.09).  

  

 En la tabla 2 se muestra la composición de ácidos grasos de las mitocondrias de 

hígado de ratas Wistar a 3 meses de edad. De manera similar al primer mes de vida, 

encontramos variaciones en los porcentajes de diversos ácidos grasos. Resulta complicado 

hablar de cada uno de esos cambios, por ello tomaremos como referente nuevamente a un 

ácido graso saturado, un ácido graso monoinsaturado y un ácido graso poliinsaturado.   

Ácidos Grasos 

 

C STZ 

Palmítico 20.01.1 17.10.5* 

Palmitoleico 0.30.2 1.50.6* 

Esteárico 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 

 linoleico 0.10.0 0.20.0 

Araquidónico 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: Ácido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. 

NI: No Identificado Ins/Sat: Insaturados/Saturados. 

 

n=5 *p< 0.05 
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Tabla 2. Composición de ácidos grasos (mol%) de mitocondrias de hígado de ratas Wistar 

de 3 meses de edad. 

Ácidos grasos C STZ STZ-ALA C-ALA 

 

Mirístico 0.2 ±0.1 0.3±0.1 0.4±0.1 0.3±0.1 

Palmítico 18.6±0.8 20.2±0.2* 19.8±0.5 19.7±1.4 

Palmitoleico 0.1±0.0 0.2±0.1 1.8±0.4* 1.2±0.3* 

Esteárico 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* 19.8±0.8 

 Linolénico 0.4±01 0.7±0.3* 0.3±0.1 0.4±0.1 

 Linolénico NI NI 0.8±0.1* 1.1±0.1* 

Araquidónico 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 4.8±0.3* 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: Ácido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No 

Identificado Ins/Sat: Insaturados/Saturados. 

n=5  *p< 0.05 

 

 En los animales diabéticos el contenido de ácido palmítico fue de 20.20.2%. Al 

comparar este porcentaje con el del primer mes, notamos un incremento del 18%. Además, 

observamos que dicho ácido 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 ácido 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% más alto en comparación 

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

 

 En lo que respecta al DHA observamos algo interesante, este ácido graso disminuyó 

drásticamente 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 más 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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palmítico 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 caída 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 0.80.1%, mientras que en las C-ALA 

fue de 1.10.1%. Como consecuencia de la suplementación, 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 composición de ácidos grasos de hígado 

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 suplementación 

con AGPIs -3. 

 

Tabla 3. Composición de ácidos grasos (mol%) de mitocondrias de hígado de ratas Wistar 

a 6 meses de edad. 

Ácidos grasos C STZ STZ-ALA 

 

C-ALA 

Mirístico 0.0 ±0.0 0.2±0.0 0.4±0.1 0.3±0.1 

Palmítico 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* 

Esteárico 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 

 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* 

Araquidónico 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: Ácido eicosapentaenoico DHA: Ácido docosahexaenoico. Ins/Sat: 

Insaturados/Saturados NI: No identificados 

 

n=5 *p< 0.05 
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 Hemos observado una tendencia al aumento de ácidos grasos saturados y un 

decremento de los ácidos grasos insaturados en las membranas mitocondriales de los 

animales diabéticos. Ejemplo de ello el ácido esteárico, que tuvo un porcentaje de 22.30.2%, 

mayor con respecto a los grupos restantes. En el caso del DHA, observamos que la 

concentración fue baja en este grupo. Además al analizar los cambios ocurridos de 3 a 6 

meses notamos que el DHA disminuyó un 27%. En conjunto estas modificaciones pueden 

ser una causa de la baja actividad mitocondrial que se observó en este grupo de animales 

(Fig. 17). Asimismo la modificación en la composición de ácidos grasos incide en la fluidez 

membranal, parámetro que mostraremos más 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 ácidos 

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 hígado de ratas 

Wistar a 6 meses de edad. n=5 *p < 0.05 en relación 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 comparación 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 incorporó a las membranas mitocondriales y no sólo eso, parece 

promover la síntesis de EPA que de igual manera se ve reflejado en la composición de ácidos 

grasos de dichas membranas. 

 

 Al obtener la composición de ácidos grasos de las mitocondrias a 1, 3 y 6 meses de 

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

de dicho cociente durante los meses de experimentación. 

 

Índice de insaturación de mitocondrias 
de hígado

Edad (meses)
0 1 2 3 4 5 6 7

In
s/

Sa
t

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

C

STZ

STZ-ALA

C-ALA

**

 

Fig. 19. Cociente de insaturación de ácidos grasos mitocondriales de hígado de ratas Wistar 

a 1, 3 y 6 meses de edad. n=5 p < 0.05 en relación al grupo control. 

 

 Observamos claramente que los animales diabéticos iniciaron con un cociente más 

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 caída abrupta de dicho cociente a los 6 meses (1.40.03). Es probable que las 

modificaciones metabólicas (especialmente en lo que respecta a los lípidos), hayan 

repercutido gravemente a disminuir el contenido de ácidos grasos insaturados (menor fluidez 

membranal) generando a su vez, una disminución 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 incrementó el contenido de AGPIs -3, reflejándose en el cociente de 

insaturación. En este grupo, el valor de Ins/Sat fue de 1.61, un 13% más alto con respecto al 

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

 

 Al analizar la composición de ácidos 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 composición de las membrana 

mitocondriales, incrementando el índice de insaturación y la fluidez membranal (Jump 2002, 

Leonard et al., 2004, Das 2006, Rohrbach 2009; Yu et al., 2013,) repercutiendo en la función 

de las mitocondrias. La composición de ácidos grasos así como el grado de insaturación de 

los mismos en los fosfofolípidos es de gran importancia para la regulación 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 participación y su correlación con la actividad mitocondrial. 

 

 4.5 Fluidez membranal de mitocondrias de hígado 

 

 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 núcleo y la región superficial de 

la bicapa lipídica. Las membranas mitocondriales fueron sometidas a un barrido de 

temperatura desde los 10 oC hasta 60oC con el objetivo de detectar la transición de fases (Fase 

gel-cristal líquido) y con ello conocer las características termotrópicas de las membranas 

mitocondriales.  
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  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 

composición de ácidos grasos observamos que el cociente de insaturación fue más 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 composición de ácidos grasos está 

relacionado con una mayor actividad mitocondrial. 
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Fig. 20. Medición de fluidez membranal de mitocondrias de hígado de ratas control y 

diabéticas detectadas con los monitores fluorescentes A) DPiP B) DPH y C) TMA-DPH. 
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Gráficos de Arrhenius de los análisis termotrópicos 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 núcleo de la bicapa lipídica, observamos nuevamente que las 

membranas mitocondriales del grupo diabético presentan una mayor fluidez en esta región. 

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 región superficial de la membrana. En este caso, observamos que 

las diferencias en la fluidez entre ambos grupos fueron mínimas (Fig. 20E). Sólo a 

temperaturas altas (48 oC) dicho parámetro es mayor en los animales diabéticos.  

 

 Al parecer el movimiento del TMA-DPH dentro de la membrana está influenciado 

principalmente por las cabezas polares de los fosfolípidos, mientras que el DPiP y el DPH 

son más sensibles a los cambios ocurridos en la composición de ácidos grasos. En conjunto, 

estos resultados nos dan una gran información 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 gráficos de Arrhenius y se obtuvieron las energías de activación de las fases de 

las membranas mitocondriales. Observamos que al utilizar el DPiP y el DPH se aprecian los 

puntos de inflexión (Fig. 20 B y D), los cuales reflejan la transición de fases de las 

mitocondrias de ambos grupos. Sin embargo, cuando se realizaron las mediciones con el 

TMA-DPH (Fig. 20F) no se detectó la transición de fases.  
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Tabla 4. Energías de activación y temperaturas de transición de fase gel y cristal líquido de 

mitocondrias de hígado de ratas Wistar a 1 mes de edad. n=5 (p < 0.05). 

ND: No detectada 

n=5 *p< 0.05 

  

En la tabla 4 se muestran las energías de activación evaluada con los tres monitores 

de fluidez membranal. En la misma tabla podemos ver que la energía de activación fue 

significativamente menor en los animales diabéticos en fase gel respecto al grupo control 

detectada por el DPiP (14.31.3 y 18.21.8) y con el DPH (1.740.05 y 1.610.03). Notamos 

que el DPiP parece ser más sensible a la transición 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 región intermedia de la monocapa de lípidos, mientras que el DPH 

se localiza preferencialmente en el núcleo de la bicapa. 

 

 Respecto a la temperatura de transición de fases, encontramos que en las membranas 

mitocondriales de los animales diabéticos ésta fue significativamente más baja con respecto 

al grupo control. Con el DPiP, la temperatura de transición en el grupo STZ fue de 38.51.5oC 

mientras que el grupo control tuvo una temperatura de transición de 451.4oC. En el caso del 

DPH la temperatura de transición fue de 45 oC en ambos grupos mientras que con el TMA-

DPH no se detectó transición de fases. 

 

 Grupo Energía de activación 

(Kcal/mol) 

Gel              Cristal-  Líquido 

Temperatura de transición 

de fase (oC) 

 

 

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-

DPH 

Control 1.720.07 ND ND 

 STZ 1.540.08 ND ND 
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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 podría ser consecuencia 

de las modificaciones en la composición de ácidos grasos, derivadas de la diabetes. Es 

interesante recordar que a esta edad, también el acoplamiento de las mitocondrias fue más 

bajo en el grupo STZ (Fig. 17) lo que refleja la relación existente entre la respiración 

mitocondrial y la fluidez de las membranas mitocondriales. 
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Fig. 21. Medición de fluidez membranal a los 6 meses de edad detectada por el DPiP a 

diferentes temperaturas A) Mitocondrias de hígado del grupo Control y STZ y C) Grupo 

STZ-ALA y ALA. Análisis termotrópicos mediante gráficos de Arrhenius. B) Grupo 

Control y STZ D) Grupo STZ-ALA y ALA. n=5 (p < 0.05). 
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 En el caso de los animales del grupo STZ-ALA, observamos que la fluidez 

membranal fue significativamente más 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. El grupo STZ mostró la fluidez más baja con respecto a todos los 

grupos. 

 

 Para hacer un análisis más claro de los cocientes de insaturación y de fluidez 

membranal se muestran los valores de Ins/Sat y los valores de  Ie/Im (obtenidos a 38 o C) de 

los cuatro grupos a los 6 meses de vida en la figura 22 A y B. 
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Fig. 22. A) Cociente de insaturación de ácidos grasos de membranas mitocondriales a 6 

meses de edad. B) Fluidez membranal (38 o C) por el monitor de fluorescencia DPyP en 

membranas mitocondriales a 6 meses de edad. n=5 p < 0.05 en relación al grupo control. 

 

 Observamos que en ambos parámetros, 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 

composición de ácidos grasos. 

 

 Durante la descripción de los resultados de fluidez membranal se habló brevemente 

de la relación que puede tener dicho parámetro con la actividad mitocondrial, en específico 

con el control respiratorio. Para un mejor análisis de la relación de ambos parámetros, se 
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construyeron gráficas de CR e Ie/Im a 1, 3 y 6 meses de vida. Asimismo, para tener una 

mayor precisión en el análisis, las gráficas 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 mostró un comportamiento 

similar al reportado por el DPiP. En el grupo control incrementó la fluidez membranal a partir 

de los 3 meses de vida y se mantuvo así hasta los 6 meses. En el mismo sentido notamos un 

incremento en el consumo de oxígeno al paso del tiempo. Caso contrario lo observamos en 

las membranas mitocondriales de los animales diabéticos, donde la fluidez membranal 

disminuyó drásticamente a los 3 meses de edad, haciéndose aún más rígidas las membranas 

a los 6 meses (Fig. 23). Dichas modificaciones repercutieron severamente en el consumo de 

oxígeno mitocondrial llevando a un decremento en el control respiratorio. 

 

 Al realizar el mismo análisis 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 mostró una cinética muy 

parecida a la reportada por el DPiP, reflejando la relación que hay entre la fluidez y el 

consumo de oxígeno 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 Lipoperoxidación en mitocondrias de hígado 

 

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 oxígeno. Este proceso puede desencadenar oxidación 

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

organelo. Se determinó la lipoperoxidación de membranas mitocondriales durante el 

desarrollo de la diabetes (Fig. 25A y 25B). 
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Fig. 25. Lipoperoxidación 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 relación 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 lipoperoxidación 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 determinó la concentración de MDA en los animales suplementados, se 

obtuvieron resultados interesantes. En el caso del grupo STZ-ALA, se observa una 

concentración 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 suplementación con ALA en este grupo de 

animales se refleje una disminución en los procesos de lipoperoxidación y por tal motivo 

haya una baja concentración de MDA. Por el contrario, en el grupo C-ALA la 

lipoperoxidación parece exacerbarse, ya que el contenido de MDA fue de 1.50.11, 

ligeramente más baja que en los animales diabéticos, pero significativamente mayor que en 

el grupo control.  
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5. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN 

 

 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 año 2040 este número 

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 está 

asociada a desordenes metabólicos los cuales están agrupados dentro del síndrome 

metabólico (incluida la dislipidemia, resistencia a la insulina e hipertensión) (Flachs et al., 

2014). Por ello es necesario ampliar la información referente a esta patología y contribuir al 

conocimiento y consecuente tratamiento.  

 

 La DM2 es un síndrome multifactorial que está 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 

fisiológicos, metabólicos y de acción de la insulina. Algunos caracterìsticas de las 

enfermedades pueden reproducirse en células en cultivo, pero los efectos en el organismo se 

observarán sólo en el animal vivo, en ese sentido los modelos animales permiten identificar 

vías reguladoras y metabólicas (Reitman 2003). 

 

 Los modelos de DM2 más utilizados son la pancreatectomía parcial y la destrucción 

química de las células beta del páncreas mediante el uso de fármacos 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 inyectó STZ a una dosis intraperitoneal 

de 135 mg/kg de peso corporal. Dos días posteriores a la inyección observamos un 

incremento considerable en la concentración de glucosa sanguínea, 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 específicamente a las células -pancreáticas a través de GLUT 2, donde forma 

especies reactivas de oxígeno por la vía de la xantina oxidasa las cuales son responsables de 

la fragmentación del DNA y de la posterior destrucción 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 inducción 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 realización del estudio. Por su parte Murali y Ramesh (2001) generaron 

hiperglicemia ligera en neonatos Wistar de 5 días de vida utilizando una dosis de 70 mg/kg. 

Previamente, en un estudio que realizamos con ratas espontáneamente hipertensas (SHR) 

reportamos que una dosis de STZ de 75 mg/kg de peso corporal en neonatos de 48 h de 

nacidas aumentaba la concentración de glucosa en sangre, alcanzando los 250 mg/dl en 

promedio (Pérez-Hernández 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 daño casi total de las células  pancreáticas. 

 

 En nuestro modelo de estudio observamos que días posteriores a la inducción (15 días 

de vida), la concentración de glucosa sanguínea disminuye de manera considerable llegando 

a los 180 mg/dl. Este dato es relevante; ya que está documentado que a los 15 días de vida 

las células pancreáticas de los neonatos tienen la capacidad de regenerarse o diferenciarse en 

células , de tal manera que hay una recuperación parcial de dicha población celular. Sin 

embargo la secreción 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 función importante en el metabolismo de los 

carbohidratos; ya que estimula la captura de la glucosa por parte de algunas de las células del 

cuerpo (cardíacas, musculares, adiposas, etc.) manteniendo controlada la glicemia. En 

situaciones normales (exposición aguda a la glucosa), la subida posprandrial de glucosa es el 

elemento inductor esencial de la secreción de insulina, equilibrando la concentración de 

glucosa extracelular con la del interior de la célula (Roche et al., 2000).  
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 Se ha observado que en los casos de hiperglicemia crónica, la glucosa es capaz de 

modificar diferentes moléculas y generar trastornos metabólicos. La exposición crónica a 

concentraciones elevadas de glucosa produce la unión de ésta última a los grupos amino 

terminales de las proteínas, fenómeno llamado glicación. Esta unión química modifica la 

estructura de las moléculas alterando sus funciones, como la de los transportadores de 

glucosa, lo que lleva a una menor captación de dicha molécula en los tejidos periféricos 

(Bilan y Klip 1990, Mazzone et al., 2008). Así, se ha observado en diferentes modelos 

experimentales con animales y células cultivadas, que la alta concentración de glucosa 

modifica la expresión del gen codificador del transportador de glucosa (GLUT2), activa la 

primer enzima de la vía glucolítica, la glucocinasa (GK), y causa una inducción 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 

disminución de GLUT 4, el cual se encuentra secuestrado intracelularmente en vesículas, 

pues es dependiente de la señal de insulina para migrar a la membrana plasmática (Lee et al., 

2015). Como consecuencia del déficit en glucosa, se activa la gluconeogénesis y se exacerba 

la lipólisis, elevándose los niveles de lípidos 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 autooxidación de la glucosa, lleva a la 

formación de especies reactivas de oxígeno, como anión superóxido, el cual puede promover 

la oxidación de las LDL, lo que favorece un incremento de colesterol y triglicéridos 

sanguíneos (Mazzone et al., 2008). 

 

 Los ácidos grasos libres (AGLs) pueden servir como una fuente de energía y también 

como moléculas de señalización de la homeostásis energética, así como de otros procesos 

fisiológicos (Poudyal et al., 2011). Se ha reportado que la lipotoxicidad, derivada de AGLs 

saturados es la principal causa de la activación de JNK (por sus siglas en inglés: Jun NH2 

terminal-kinase), molécula relacionada con procesos apoptóticos y de inflamación 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 parámetros evaluados en el presente estudio fue la concentración de 

lípidos sanguíneos. Con el establecimiento de la DM2 observamos que el colesterol y los 

triglicéridos incrementaron severamente con respecto al grupo control (Fig 8A y B). Está 

reportado que en pacientes con diabetes es común observar un aumento de los triglicéridos 

sanguíneos, lo cual a su vez se asocia a riesgos cardiovasculares (Pirillo y Catapano 2013). 

Al respecto Mazzone et al., (2008) indican que las lipoproteínas 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 población de mitocondrias en músculo esquelético, 

llevando a una acumulación ectópica de lípidos como consecuencia de un decremento en la 

función mitocondrial y la  oxidación. Además señalan que la disminución del contenido y 

función mitocondrial está acompañado de una menor expresión de proteína 1α coactivadora 

del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PCG- 1) el cual funciona como 

coactivador de PPAR  que a su vez actúan como factores de transcripción de genes 

involucrados en la biogénesis mitocondrial. En el grupo STZ, observamos un severo 

incremento de lípidos 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 función 

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

lípidos.  

 

Se han descrito diversas estrategias farmacológicas para controlar los efectos de la 

diabetes en pacientes. Sin embargo, al paso de los años los daños colaterales que se presentan 

en algunos casos, suelen ser más perjudiciales que la misma diabetes (Ascaso 2014). Una 

alternativa para el tratamiento de enfermedades metabólicas ha sido la ingesta de AGPIs -

3, principalmente de EPA y DHA proveniente del aceite de pescado. Durante las últimas 

décadas ha ganado interés el uso de los AGPIs como parte del tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares y metabólicas, principalmente por sus efectos sensibilizadores hacia la 

insulina. Estos ácidos 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 incrementó significativamente la síntesis 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 reducción 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 expresión 

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 así el desarrollo de resistencia a la insulina (y posteriormente el desarrollo de 

diabetes). 

 

 En comparación 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 metabólicas. 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 sanguínea. Nuestros resultados reflejan una notoria 

mejoría 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 suplementación). Sabemos que ALA es precursor de la síntesis 
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endógena de EPA y DHA por lo que es muy probable que el ALA administrado a los animales 

inducidos a diabetes actúe a través mecanismo similar al reportado por Lanza et al., (2013); 

incrementando la síntesis de IRS (molécula mediadora en la señalización de la insulina) y de 

GLUT 4, lo que de acuerdo con  Ruzickova et al., (2004) podría favorecer la captación de 

glucosa. 

 

 Además de los mecanismos antes mencionados, existen otros que contribuyen a 

producir los efectos “antidiabéticos” de los AGPIs ω-3.  Algunos estudios han mostrado que 

los efectos de sensibilización a la insulina se deben parcialmente a procesos antiinflamatorios 

mediados por el receptor 120 acoplado a la proteína G (GPR120) (White et al., 2010). El 

receptor GPR120, es un receptor de ácidos grasos ω-3 en macrófagos y las células adiposas. 

La activación de GPR120 por los AGPIs ω-3 inhibe múltiples cascadas de inflamación en los 

macrófagos 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 ω-3 y de GPR120 en el desarrollo 

de la resistencia a la insulina. Suplementaron con EPA y DHA a ratones C57BL/6J, a los que 

previamente administraron una dieta alta en ácidos grasos  saturados. Comprobaron que esta 

dieta puede tener efectos nocivos en la acción 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 lípidos (esteatosis) generados por la dieta rica en ácidos grasos saturados. 

Los AGPIs ω-3 de la dieta activan al receptor GPR120 en los macrófagos M1 (Oh et al., 

2010), lo cual atenúa la respuesta inflamatoria promoviendo la actividad de macrófagos M2 

anti-inflamatorios en el tejido adiposo. Eventualmente, estos macrófagos M2 restauran la 

secreción de la interleucina-10 y mejoran la sensibilidad a la insulina. La ingesta de alimentos 

ricos en AGPIs ω-3 y la consecuente activación de los FFAR4 (Por sus siglas en inglés: Free 

fatty acids receptor 4) incrementan la liberación intestinal de GLP-1 (Por sus siglas en inglés: 

Glucagon-like peptide 1) aumentando la secreción de insulina lo que se traduce en una mayor 

captación de glucosa en el músculo 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 composición de ácidos 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) actúan modificando la fluidez de las membranas, por lo que su 

efecto de sensibilización 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 así la captación de la glucosa para su 

posterior metabolismo.   

 

 Al analizar la concentración de lípidos sanguíneos 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 controló, lo que pudo 

contribuir en la regulación de los lípidos sanguíneos.  Se han descrito varios mecanismos 

posibles para explicar los efectos benéficos de los AGPIs en el metabolismo de los lípidos. 

Se ha indicado que los AGPIs ω-3, como el ácido linolénico (ALA), inducen la expresión 

génica de enzimas responsables de la oxidación de ácidos grasos y reprimen la expresión de 

enzimas lipogénicas a través de diferentes mecanismos (Clarke, 2001). Uno de ellos se realiza 

a través de SREBP-1. Estas proteínas son parte de una familia de factores de transcripción 

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 disminución de la lipogénesis (Kuda et al., 2009). También se han descrito 

efectos de los AGPIs ω-3 en diferentes órganos y aunque  en cada uno de ellos los 

mecanismos de acción son distintos, en todos los casos parece haber un efecto regulatorio en 

el metabolismo de lípidos y carbohidratos.  En hígado por ejemplo, se ha descrito: (a) la 

activación de PPARα, que da como resultado un aumento de la oxidación de ácidos grasos 

en peroxisomas y en menor medida en las mitocondrias; (b) la disminución en la expresión 

del gen de SREBP-1, lo que genera una menor expresión de genes lipogénicos y la 

disminución en la síntesis de triglicéridos y VLDL (Lombardo y Chicco 2006) y (c) la 

estimulación de la proteína 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 músculo mediante la estimulación de AMPK, controlando el flujo metabólico en 

células de diversos tejidos (Yamauchi et al., 2002). Entre las funciones que se han reportado 

para AMPK está el inhibir la lipogénesis, estimular la oxidación de ácidos 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 común para el tratamiento 

de la diabetes (Fryer et al., 2002).  El consumo de AGPIs ω-3 promueve la actividad de 

AMPK en hígado, aumentando los efectos metabólicos. La actividad de factores de 

transcripción como PPARs y SREBP-2 incrementa y como resultado disminuye el contenido 

de triglicéridos en hígado, y aumenta la sensibilidad de los hepatocitos a la insulina (Kuda et 

al., 2009). Las concentraciones reducidas de triglicéridos plasmáticos durante la diabetes 

parece ser el efecto más prominente de una ingesta de EPA y DHA en humanos según Balk 

et al., (2004). Sin embargo, otros autores (Lombardo y Chicco 2006) han demostrado que 

también hay una mejoría 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 disminución significativa de colesterol y triglicéridos 

sanguíneos.  

  

 Se han realizado diversas investigaciones para dilucidar los efectos de la activación 

de PPAR  en obesidad y diabetes. Flachs et al., (2014) han generado información interesante 

al reportar que los AGPIs ω-3 activan a PPAR promoviendo la oxidación de ácidos 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 ácidos grasos saturados y a los cuales se les administró EPA y DHA durante 

9 semanas. Algo importante de resaltar es que tanto EPA como DHA fueron administrados 

como triglicéridos o fosfolípidos con el argumento de que la biodisponibilidad podría influir 

en los efectos de los AGPIs. Se observó que la acción protectora de AGPIs ω-3 contra la 

obesidad fue mayor en el grupo con ingesta de fosfolípidos con DHA y EPA, que el grupo 

que ingirió triglicéridos con estos mismos AGPIs ω-3, debido en parte a la inhibición de la 

proliferación de células adiposas. Asimismo se reportó que el efecto anti-obesidad de los 



69 

 

AGPIs ω-3 fue más evidente cuando el tratamiento se combinó con la restricción calórica. 

Los autores concluyen que el efecto catabólico de los AGPIs ω-3 en tejido adiposo depende 

en gran medida de la formación de sus metabolitos y en la regulación del sistema 

endocanabinoide. 

 

 ALA al ser precursor de EPA y DHA potencia los efectos de dichos ácidos 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 disminución en la concentración de colesterol 

total y triglicéridos con respecto a los grupos tratados únicamente 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 formación de 

mitocondrias en las células adiposas y activan la expresión del gen de la carnitina palmitoil-

transferasa-1. Esta proteína estimula la entrada de ácidos grasos en las mitocondrias 

activando la oxidación. También reportaron la disminución en la concentración de lípidos 

sanguíneos 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 más lagos. 

 

 5.3 Mitocondrias de hígado: función mitocondrial, composición de ácidos grasos 

y fluidez membranal 

 

 Las membranas biológicas tienen una participación esencial en diversos procesos 

biológicos, como la transducción de señales, la actividad hormonal y la actividad enzimática 

de proteínas membranales  (Voet et al., 2007). Las propiedades fisicoquímicas de las 

membranas desempeñan un papel importante en la funcionalidad de las células y organelos. 

Asimismo, la función de las membranas está regulada por las diferentes moléculas que la 

componen, como son las proteínas, el colesterol, y los ácidos grasos que forman parte de los 

fosfolípidos. Varios autores indican que hay una estrecha relación entre las alteraciones de 

las membranas celulares y mitocondriales con el desarrollo de enfermedades metabólicas 

como la diabetes (Waczulikova et al., 2007; Pérez-Hernández et al., 2010). Las membranas 
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mitocondriales, mantienen y regulan los gradientes iónicos, la diferencia de potencial y el 

paso de sustratos, como por ejemplo el transporte de acil-CoA para la beta oxidación. La 

composición de ácidos, grasos así como el grado de insaturación de los mismos en los 

fosfofolípidos es de gran importancia para la regulación de la fluidez membranal, la 

permeabilidad y, por consiguiente para las funciones especializadas  de las membranas 

mitocondriales.  

 

 En el presente estudio evaluamos la función mitocondrial, cuantificando el consumo 

de oxígeno en E3 y E4 a diferentes edades. Encontramos que la diabetes repercute 

severamente en ambos parámetros, reflejándose en la disminución en el control respiratorio 

(desacoplamiento) a los 6 meses de edad. Está reportado que la disfunción mitocondrial está 

estrechamente relacionada con desordenes metabólicos (Sorriento et al., 2014). Los ácidos 

grasos son moléculas de suma importancia en la regulación de la estructura y la función 

mitocondrial, bajo ciertas circunstancias, como la obesidad y la diabetes, los ácidos grasos 

libres pueden desacoplar la cadena respiratoria, causando pérdida en el potencial de 

membrana. Lowell y Shulman (2005) indican que en mitocondrias de músculo esquelético 

disminuye el consumo de oxígeno así como la síntesis de ATP durante el desarrollo de 

diabetes. Por otro lado Soto-Urquieta et al., (2014) reportan que en ratones con diabetes el 

consumo de oxígeno es mayor. Estas discrepancias muestran la necesidad de continuar 

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

 

 Los lípidos de las membranas mitocondriales están involucrados en una serie de 

procesos; como la biogénesis de diversas proteínas, la producción de ATP procesos de fusión 

de membranas y apoptosis. En el caso particular de la producción energética, algunas 

investigaciones señalan que la modificación de los lípidos de la dieta repercute en la 

composición de ácidos grasos de las membranas mitocondriales, afectando la  respiración 

mitocondrial, y la generación 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, ácidos grasos y fosfolípidos de las membranas (Mei et al., 2012, 

Pérez-Hernández et al., 2010, Ferreira et al., 2003). En el caso de los ácidos grasos, hemos 
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reportado previamente el papel que desempeñan en la regulación de la fluidez membranal. 

En fantasmas de eritrocitos de SHR con diabetes encontramos que el cociente de insaturación 

de ácidos grasos disminuyó al igual que la fluidez membranal. (Pérez-Hernández 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 proteínas colesterol y ácidos grasos (Almeida et al., 1982, 

Suzuki y Miura 2014). La movilidad así como la ubicación de dichos monitores es diferente, 

el DPH y el TMA-DPH tienen un movimiento rotacional y se ubican en el núcleo 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 lipídica. 

 

 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 anisotropía 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 llevó 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 más 

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 relación de intensidad de la 

fluorescencia excímero/monómero depende de varios factores tales como el contenido de 

colesterol, relación lípido/proteína y temperatura, que afectan la velocidad de difusión lateral 

del pireno en las membranas (Almeida et al., 1982). La formación de excímeros 

intramoleculares de DPiP es un proceso monomolecular, que ocurre independientemente de 
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la concentración, minimizando así las perturbaciones en la membrana por dicha sonda. Por 

esta razón, las mediciones sólo reflejan las alteraciones de la membrana derivadas de la 

composición de los ácidos grasos, colesterol y el contenido de proteínas. El aumento en la 

relación de excímero a monómero indica una membrana más fluida, mientras que cuanto más 

baja es la relación, más rígida es la membrana. Por lo tanto, esta relación 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 más fluidas en comparación al grupo control (Fig. 15A). Al determinar la 

composición de ácidos grasos (Tabla 1) observamos que también el Ins/Sat fue más 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 relación, 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 fosfolípidos de las 

membranas mitocondriales, incrementando el consumo de oxígeno, además de inducir la 

transcripción de genes involucrados en la biogénesis mitocondrial y la oxidación de ácidos 

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 

relación con la actividad mitocondrial ha ganado interés en recientes décadas, sin embargo 

el efecto del ALA en dicho parámetro aun es poco estudiado (Matravadia et al., 2014). 

Nuestro estudio revela que el ALA incrementó el consumo de oxígeno mitocondrial. Estudios 

previos indican que los AGPIs -3 parecen mejorar la actividad de los complejos 

mitocondriales (Herbst et al., 2014) e incrementan la concentración de algunas proteínas de 

la cadena respiratoria, en específico la subunidad NUDFB8 del complejo I mitocondrial, 

además de incrementar la concentración de la ATP sintetasa (Matravadia et al., 2014). Es 

probable que ocurra el mismo efecto en los grupos suplementados con ALA, lo cual generó 

un incremento en el consumo de oxígeno mitocondrial. 
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 A pesar de que el ALA puede ser convertido endógenamente a EPA y DHA, algunos 

estudios han indicado que dicha conversión 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 conversión endógena a EPA y DHA. En el caso de las 

membranas de eritrocitos observamos que dichos ácidos grasos incrementaron en un 42% del 

contenido total. Asimismo al analizar el contenido de ácidos grasos de membranas 

microsomales de hígado notamos un incremento significativo en ALA, EPA y DHA, lo cual 

sólo se observó 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 

composición lipídica de las membranas, incrementando el índice de insaturación en 

mitocondrias (Herbst et al., 2014; Matravadia et al., 2014) lo que a su vez puede alterar la 

función mitocondrial (Yu et al., 2014). Nuestros resultados son consistentes con estos 

reportes, pues encontramos que en las membranas mitocondriales el contenido de ALA y el 

EPA incrementó significativamente en los grupos suplementados (Tabla 3). Como ya se ha 

mencionado, en los animales inducidos a diabetes con suplemento notamos una mejoría en 

los parámetros bioenergéticos, siendo parecidos a los del grupo control. En otro estudio al 

suplementar con AGPIs omega-3 en especial con EPA y DHA aumentó el contenido de 

dichos ácidos grasos en diversas especies de fosfolípidos de membranas celulares de músculo 

esquelético. El DHA representó  una fracción importante de la composición de ácidos grasos 

de las mitocondrias, por lo que se propuso que podría participar en la organización y función 

de diversas proteínas incorporadas a las membranas mitocondriales (Herbst et al., 2014). 

 

 5.4 Lipoperoxidación mitocondrial 

 

 Una de las consecuencias de la hiperglicemia crónica es el incremento de las especies 

reactivas de oxígeno que favorecen la peroxidación de las membranas celulares, alterando 

sus propiedades fisicoquímicas (Dey y Swaminathan 2010). La lipoperoxidación es un 

proceso autooxidante iniciado por radicales libres, a los que son susceptibles los ácidos 

grasos insaturados de las membranas celulares (Yu et al., 2014, Catala 2012). La 

lipoperoxidación puede influir en diversos procesos bioquímicos que se llevan a cabo sobre 

la bicapa lipídica, entre las que se encuentran la actividad enzimática, procesos de 
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transducción de señales y síntesis de ATP. De tal suerte que un incremento de la 

lipoperoxidación 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. Está documentado que las mitocondrias son la 

principal fuente de ROS en las células (Raza et al., 2011). Estas moléculas pueden dañar 

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 daño en diversos órganos (Vinik et al., 2000; Chang et al., 

2003, Soto-Urquieta et al., 2014).  

 

 Cuando analizamos la concentración 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 presentó el grupo diabético. . Se sabe que la hiperglicemia incrementa la 

formación de radicales libres (Robertson y  Harmon 2006; Rolo y Palmeira 2006).  Al 

respecto, Figueroa-García et al., (2015) mostraron que una hiperglicemia ligera crónica 

incrementa la lipoperoxidación en mitocondrias de placenta, repercutiendo también en la 

función mitocondrial. En nuestro modelo es  probable que 1 mes de exposición a la glicemia 

no haya sido suficiente para generar daños evidentes en las membranas mitocondriales, 

considerando que utilizamos mitocondrias provenientes de hígado, órgano que se caracteriza 

por ser más resistente a alteraciones metabólicas. 

 

 A los 6 meses de edad, los animales diabéticos mostraron hiperglicemias de hasta 400 

mg/dl, repercutiendo severamente en la concentración de lípidos sanguíneos. Al analizar la 

concentración de MDA observamos un severo incremento, reflejando un aumento de la 

lipoperoxidación en mitocondrias. En ese sentido, diversos autores han encontrado que como 

consecuencia del incremento de la lipoperoxidación, las membranas tienden a volverse más 

rígidas, afectando su funcionalidad (Chen y Yu 1984, Soto-Arriaza 2008). Nuestros 

resultados concuerdan con dichos autores, al analizar la composición de ácidos 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 relación entre el incremento de MDA con un decremento 

de la fluidez membranal y el cociente de insaturación.  
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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 superóxido dismutasa 

(SOD) y la catalasa (CAT), disminuyen significativamente, al igual que los niveles de ATP 

en la mitocondria. Estas modificaciones sugieren que la disminución 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 lipoperoxidación 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 metabólicas como la diabetes. Asimismo se han explicado 

algunos de los mecanismos mediante los cuales actúan. En lo que respecta a procesos de 

estrés oxidativo; Molinar-Toribio et al., (2015) suplementaron con EPA y DHA (2:1) a ratas 

espontáneamente hipertensas con obesidad (modelo de síndrome metabólico). Encontraron 

que la concentración de colesterol sanguíneo y de isoprostanos en orina (como un marcador 

de estrés oxidativo) disminuyeron en los animales suplementados en comparación con los 

grupos no suplementados. Asimismo, la actividad enzimática de moléculas antioxidantes 

como son SOD, CAT y Glutation peroxidasa (GPx) incrementaron significativamente en 

eritrocitos y riñón de los animales suplementados. El EPA se identificó como el principal 

activador de genes relacionados con el sistema antioxidante (SOD, CAT y GPx), lo cual lleva 

a una disminución del estrés oxidativo (Molinar-Toribio et al., 2015). 

 

 En nuestro estudio observamos que en el grupo STZ-ALA la concentración de MDA 

fue significativamente más baja con respecto al grupo diabético (STZ) e igual al grupo 

control (Fig. 20B). Hemos hablado previamente de la capacidad endógena de conversión del 

ALA a EPA observada en microsomas de hígado de SHR (Pérez 2011), lo que podría ocurrir 

también en ratas Wistar. Existe la posibilidad de que en el grupo STZ-ALA, además del 

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

en la lipoperoxidación mitocondrial.  

 

 En el caso de los animales normoglicémicos suplementados con ALA, observamos 

un incremento en la concentración de MDA (Fig. 20B). Sin duda es un resultado inesperado, 

considerando que en los animales inducidos a diabetes y suplementados con  ALA, la 

concentración de MDA fue significativamente más baja, llegando a valores similares al grupo 

control. Algunos autores han sugerido que la incorporación 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 incorporación de EPA y DHA en las membranas 

mitocondriales hay un aumento de la fluidez de la membrana mitocondrial, lo cual puede 

crear una interfaz más estrecha entre la bicapa de fosfolípidos y las proteínas integrales de 

membrana, disminuyendo la fuga de protones y aumentando la emisión mitocondrial de ROS. 

Si bien este mecanismo es posible, el apoyo directo a esta suposición queda por determinar. 

Lanza et al., (2013) encontraron un incremento en la síntesis 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 únicamente 

con este aceite no observan los mismos resultados.  Concluyen que el aceite de pescado sólo 

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 anomalías, 

tal como lo hemos observado en el grupo ALA, en el que tras la ingesta del suplemento 

aumentó la lipoperoxidación. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 

 Se generó 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 generó una 

menor ganancia de peso corporal y un incremento en la concentración de colesterol 

y triglicéridos sanguíneos. Sin embargo el suplemento de ALA promueve una 

ganancia de peso corporal similar al grupo control. Asimismo, se controló la 

concentración de colesterol y triglicéridos sanguíneos, probablemente el ALA 

promueve un incremento en la oxidación de ácidos grasos debido a la activación 

de factores de transcripción (PPARs FFAR4) que regulan la expresión de una gran 

cantidad de genes implicados en funciones fisiológicas, como la homeostasis de 

lípidos y glucosa. 

 

 Los animales normoglicémicos suplementados con ALA generaron resistencia a 

la insulina, lo que promovió un incremento en la concentración de glucosa, y 

triglicéridos sanguíneos. Trabajos previos en nuestro grupo de investigación 

parecen indicar que dicha resistencia está asociado a una mayor síntesis de insulina 

inducida por los AGPIs 3. En ese sentido sería importante determinar si la dosis 

en el consumo de ALA desempeña un papel relevante en los efectos sobre la 

diabetes 

 

 Al analizar la composición de ácidos grasos observamos que la diabetes modificó el 

contenido de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados.  Además la 

ingesta de ALA incrementó el contenido de AGPIs -3 (EPA y DHA) en las membranas 

mitocondriales, probablemente por la elongación y desaturación del ALA  lo que 

parece repercutir en el incremento de la fluidez membranal. 
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 Al analizar el consumo de oxígeno mitocondrial observamos que en los animales 

diabéticos el CR es mayor, sin embargo, a los 6 meses cae drásticamente dicho 

parámetro. La fluidez membranal mostró un comportamiento similar por lo que 

aportamos información sobre la asociación que hay entre el control respiratorio y 

la fluidez membranal.  

 

 Encontramos que las características termotrópicas de las membranas de 

mitocondrias de hígado se ven afectadas por el desarrollo de la diabetes, 

disminuyendo la energía de activación y la temperatura de transición de fase. 

 

 La hiperglucemia crónica en los animales diabéticos parece contribuir al 

incremento en la concentración de MDA a los 6 meses de edad, afectando la 

fluidez membranal y la respiración mitocondrial 
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8. APÉNDICE.  

 

8.1 APÉNDICE I. DATOS DE MICROSOMAS 

 

 8.1.1 Microsomas de Hígado 

 

 En el presente estudio analizamos la fluidez membranal y la composición de ácidos 

grasos de mitocondrias de hígado. Encontramos modificaciones importantes en ambos 

parámetros relacionados con el tiempo, con el desarrollo de la diabetes y con el suplemento 

de ALA. En conjunto dichos cambios repercutieron en la función de las mitocondrias. Previo 

al estudio de dicho organelo analizamos también la fluidez membranal y composición de 

ácidos grasos de microsomas de hígado, para conocer las modificaciones en estas membranas 

y saber la probable relación con los cambios ocurridos en las membranas mitocondriales, ya 

que se ha sugerido que existe un intercambio de componentes (ácidos grasos, fosfolípidos, 

proteínas, etc) entre ambos sistemas membranales, sin embargo aún no hay información 

suficiente que valide dichas hipótesis. Por ello nuestro interés de conocer qué ocurre en la 

fluidez y composición de ácidos grasos de microsomas de hígado a través del tiempo y con 

el desarrollo de la diabetes.  

 

8.1.2 Aislamiento de microsomas de hígado y análisis de la fluidez membranal 

 

Los hígados se pesaron y lavaron con  KCl, después se homogenizaron en frío en una 

solución amortiguadora que contenía 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) 0.25 M de sacarosa y 1 mM 

de EDTA. Posteriormente el homogenizado se centrifugó a 10,000 x g durante 20 minutos a 

4oC, se removió el sobrenadante y se añadió la solución amortiguadora de tris-HCl para 

centrifugar nuevamente, esta vez a una velocidad de 100,000 x g durante 60 minutos a 4oC. 

Una vez obtenidos los microsomas, se realizó la cuantificación de fósforo por método de 

Barttlet (1959) para estimar la cantidad de fosfolípidos  contenidos en las membranas 

microsomales y de esta manera determinar el volumen necesario de DPiP para tener una 

relación molar mínima de fosfolípidos de 2500:1. Posteriormente se incorporó el monitor 

fluorescente DPiP. Mediante las intensidades de fluorescencia de excímero a monómero 

(Ie/Im) del dipirenilpropano se midió la fluidez membranal de los microsomas en un 

espectrofluorómetro Perkin Elmer LS55. 
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8.1.3 Extracción de lípidos totales de microsomas de hígado 

 

Los lípidos de las mitocondrias fueron extraídos de acuerdo al procedimiento de Bligh 

y Dyer (1959) y Ames (1968) como se describe en Pérez-Hernández et al. (2010) para 

fantasmas de eritrocitos. El procedimiento se describe a continuación: se tomaron alrededor 

de 500 l de microsomas, se depositaron en un homogenizador Potter-Elvehjem, se adicionó 

una mezcla de metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8 relación volumen) y se homogenizó. 

Después de la adición de la mezcla de solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se 

adicionó un volumen de cloroformo y uno de agua y se volvió a homogenizar brevemente. 

Después el homogenado obtenido se centrifugó a 2500 r.p.m a 8oC durante 5 minutos en una 

centrífuga Z206 A marca Hermle y se obtuvo un sistema de dos fases. Se eliminó la fase 

acuosa y se colectó la clorofórmica. Después se evaporó el solvente bajo una corriente de 

nitrógeno. 

 

8.1.4 Metilación de ácidos grasos de microsomas 

 

Los metil ésteres de los ácidos grasos se prepararon esencialmente como describen 

Morrison y Smith (1964). Las reacciones de derivatización se realizaron en viales de vidrio 

de 4 ml en los cuales se evaporaron entre 50 y 200 g de lípidos a sequedad bajo una corriente 

de gas de nitrógeno. Después de la adición de 0.5 ml de reactivo de trifluoruro de Boro (BF3) 

al 14% en metanol, se le puso una atmósfera de nitrógeno y se cerró el vial con una tapa de 

rosca y disco inerte de silicón con cubierta de teflón. Se calentó por 30 min a 

aproximadamente 92 oC en baño de agua. La muestra se enfrió a temperatura ambiente, el 

vial se abrió y se añadieron dos volúmenes de hexano y un volumen de agua, se agitó 

vigorosamente y se formó un sistema de dos fases, los metil ésteres se extrajeron de la fase 

orgánica. Se evaporó el hexano bajo una corriente de nitrógeno y los metil ésteres de los 

ácidos grasos se almacenaron a -70 oC y protegidos de la luz hasta su posterior análisis por 

cromatografía de gases. 

 

8.5 Análisis de la composición de ácidos grasos de microsomas de hígado 
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Los ácidos grasos transesterificados se resuspendieron en n-hexano grado HPLC. Los 

metil ésteres se analizaron en un cromatógrafo de gases Clarus 500 Perkin Elmer controlado 

por computadora, equipado con un inyector capilar “Split/splitless” y detector de ionización 

de flama (FID). Los metil ésteres de los ácidos grasos se separaron en una columna capilar 

Omegawax (0.25 mm de diámetro interno y 0.25 mm de grosor) de 30 metros de longitud. 

Se utilizó nitrógeno de alta pureza como gas de acarreo. Se determinaron los tiempos de 

retención de cada uno de los estándares de metil ésteres de ácidos grasos y se hicieron curvas 

de calibración para cada uno de ellos. La composición de ácidos grasos de las muestras se 

determinó por comparación de los tiempos de retención y por análisis de las áreas bajo los 

picos. 

 

 8.1.6 Análisis de la fluidez membranal de microsomas de hígado 

 

 En la figura 28 se muestra la fluidez membranal de los grupos de Wistar  detectada 

por el DPiP a 1, 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 

que en las membranas microsomales de los animales diabéticos muestran un valor bajo del 

Ie/Im (1.040.02) con respecto al grupo control, el cual mostró un incremento en la fluidez 

membranal, teniendo un valor del Ie/Im de 1.190.01.  
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Fig. 26 Fluidez membranal detectada por el monitor fluorescente DPiP en microsomas de 

hígado 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. El grupo STZ-ALA presenta un 

valor de Ie/Im de 1.220.02, 17% más 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 más alto con respecto 

a los grupos restantes. El valor de Ie/Im fue de 1.460.02, 17% más 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 

que observamos a los tres meses de vida. En el caso de los animales diabéticos observamos 

un incremento en el valor de Ie/Im el cual fue de 1.200.02, 15% mayor al que presentaron 

a los tres meses y significativamente más alto con respecto al grupo control, el cual mostró 

un Ie/Im de 1.050.02. Este valor de fluidez en los animales control fue 14% más 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 Ie/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% más alto con respecto al grupo STZ y 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 

hígado 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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espontáneamente hipertensas control, con diabetes y suplementadas con ALA observamos 

que con el desarrollo de diabetes la fluidez membranal era menor, asimismo el suplemento 

promovía un mayor incremento de dicho parámetro (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 parámetro 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 Ie/Im que van de 1.010.01 a 1.530.02. En el caso 

de las SHR el cociente Ie/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 características 

fisicoquímicas de las membranas microsomales. 

 

 8.1.7 Composición de ácidos grasos de microsomas de hígado 

 

 En la tabla 6 se muestra la composición de ácidos grasos en microsomas de hígado 

del grupo control y diabético al mes de vida. A esta edad, hay diferencias en el contenido de 

algunos ácidos grasos del grupo diabético con respecto al grupo control. Por ejemplo el ácido 

mirístico se encontró en una proporción de 2.10.1%, mientras que en el grupo control el 

valor fue de 0.40.2%. El ácido esteárico también tuvo un alto porcentaje en los animales 

diabéticos (23.81.3) comparándolo con los animales control (20.81.1). En el caso de los 

AGPIs observamos que hubo una menor concentración en el grupo diabético. Como ejemplo 

tenemos al ácido araquidónico el cual tuvo una proporción 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 insaturación de los animales diabéticos mostrando un valor 

bajo (1.170.03) al compararlo con el grupo control 1.250.04. 

Tabla 5 Composición de ácidos grasos (mol%) de microsomas de hígado a 1 mes de edad. 
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 A los 3 meses de edad se observan cambios en la composición de los animales 

diabéticos, probablemente como consecuencia del desarrollo de la diabetes (Tabla 7). No 

obstante no afectaron el cociente de insaturación el cual fue de 1.290.03, similar al del grupo 

control (1.320.09). En el caso de los grupos suplementados, observamos que las STZ-ALA 

y ALA tuvieron una proporción del 1.00.1% y 1.60.1 respectivamente de ácido 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 presentó el cociente de insaturación más alto en comparación a 

los demás grupos (1.560.06). 

  

 Ácidos Grasos  Control STZ 

Mirístico 0.40.2 2.10.1* 

Palmítico 21.60.5 22.30.2 

Palmitoleico 0.50.1 0.40.0 

Esteárico 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* 

 Linolénico 0.20.2 0.50.3 

Araquidónico 17.30.8 15.20.7* 

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 1.170.03* 

   

EPA: Ácido Eicosapentaenoico DHA: Acido 

Docosahexaenoico. NI: No Identificado Ins/Sat: 

Insaturados/Saturados. n=4  *p< 0.05 
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Tabla 6 Composición de ácidos grasos (mol%) de microsomas de hígado a 3 meses de 

edad. 

 

 

A los 6 meses de edad, observamos diversos cambios en la composición de ácidos 

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 más relevantes observamos que en el grupo control hubo  un 

incremento de ácido palmítico al paso del tiempo. A los 3 meses dicho ácido graso tuvo un 

valor de 21.4±0.7% y a los 6 meses de 29.2±3.8, es decir incrementó un36%. Además, 

observamos que de 3 a 6 meses de edad el ácido araquidónico disminuyó severamente, paso 

de un 23.1±0.9% a 14.0± 1.1%.  

 

 En el caso del grupo STZ observamos que el contenido de ácido palmítico fue menor 

al compararlo con el grupo control (23.0±1.7 y 29.2±3.8 respectivamente). En el caso del 

ácido linoleico el porcentaje fue de 22.2±1.3, 27% mayor que el porcentaje que presentó el 

grupo control (17.4%). 

 

 

Ácidos grasos Control STZ STZ-ALA ALA 

 

Mirístico 0.5 ±0.1 0.7±0.2 0.6±0.1 0.6±0.1 
Palmítico 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 
Esteárico 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 

 Linolénico 0.3±01 0.3±0.3 0.3±0.1 0.3±0.1 

 Linolénico ND ND 1.0±0.1* 1.6±0.1* 
Araquidónico 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: Ácido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No Identificado 

Ins/Sat: Insaturados/Saturados. 
n=4  *p< 0.05 
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Tabla 7 Composición de ácidos grasos (mol%) de microsomas de hígado a 6 meses de 

edad. 

 

Ácidos grasos Control STZ STZ-ALA ALA 

 

Mirístico 0.5 ±0.1 0.6±0.4 1.7±0.5* 0.7±0.3 
Palmítico 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 
Esteárico 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 22.2±2.3* 14.7±1.6 22.5±0.4* 

 Linolénico 0.3±01 0.4±0.1* 0.2±0.1 0.3±0.1 

 Linolénico ND ND 0.9±0.1* 2.1±1.9* 
Araquidónico 14.0±1.1 18.1±1.2* 12.7±0.5 18.4±1.4* 
EPA ND ND 1.0±0.2* 0.8±0.1* 
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 0.8±0.1 
Ins/Sat  0.87±0.07 1.39±0.03* 1.54±0.06* 1.69±0.08* 

     
EPA: Ácido Eicosapentaenoico DHA: Acido Docosahexaenoico. NI: No Identificado 

Ins/Sat: Insaturados/Saturados. 
n=4  *p< 0.05 

 

 

 Los grupos suplementados muestran un porcentaje de ácido alfa linolénico de 0.9±0.1 

y 2.1±0.9  en las STZ-ALA y ALA respectivamente. Al analizar los cocientes de insaturación 

de todos los grupos, observamos que el grupo control tuvo el Ins/Sat más bajo (0.87±0.07). 

En el caso de las STZ dicho cociente fue de 1.39±0.03, es decir 59% más 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 más alto con respecto al grupo control). 

 

 En la figura 29 se muestran los cocientes de insaturación durante los 6 meses de 

experimentación. Observamos que los grupos suplementados  dichos cocientes muestran un 

incremento al paso de los meses. Además 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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Cociente de Insaturación de Microsomas
de Hígado de ratas Wistar
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Fig. 28 Cociente de insaturación de microsomas de hígado de los grupos Wistar a 1, 3 y 6 

meses de edad n=5 (p < 0.05) 
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D.-mbru-.e~ "' r"""'t"-'C'J , F,', ",,,,,,in;; 11-.' mem brule IbJit)'. 
~",,,,.,,.j (u", ""m"""", ik,.J., P1_ ' 00.,->0 >1 d i ~k,nt 

,1"I' l l<> ", ,,Jo LI'" ,-" ,,,b ,''' ''o_ " ,,1 "" " I> L., ·,,,<1 ll,o 
' _,"", l'hmr i, ,-h."'""";"-;' ~1~,,,,, 1 " , ,,,oJ-o m""i,,~ r.~ 

\:r.ocrs<,¡>.J ".~ ti" ",.t,;1Il úf ,1, pI\)" " , 1 P'''" "'''''''· flll¡'ky 
[n, '-"ey :>c ,d , 00", [><'.""0-' "'''' 00", i' ,0,1 >n C. " .I."d 
' ''''' "+. th" ,,, ,., ,,,,',, 1 ,,, ~,t",d,,1 ,1 1.'); \ ti<ry " '¡' h '.~. ' 

_ \h tcr i. !> .ud mOlb,xh 

!J>j ,,·id ... ,I .... ,. «.i,nlro offutty ".Js ""ti\yl <sIC' """j.1rds, 
l4'~ "'''' '-'0 ¡ritb",,!.' ," mOlhoool "00 ""'P:'->7.,1Oc,O WO," 
,"'"in,,1 tá", :0;;,-",'" ' ' '"TI''''I , ,,. 1 ,'-Di! 1 1 '~~"vI) r~ ~ 

r:"'<' (l>l'y t'i 1,0 o;p r.".yl !.J .' h,,, ,,,i,'TIO ,DI'HI. "nJ 
I _( ~_:ri m<1"y ,.,,, cr.on iucr,,,,, oc,y 1 ,-6-rr ony 1_ I __ , .l _t ,,,'ri.,,,,, 
1'_" ,1 ",'"'' ''' 11'"" .• ''' (TM~_DP Il , '", " '" "h"; ,,, ' ,1 r" "" 
Mol",I", l~o "', I <-u ~"", . O!/.. U." .... n-H e",,", Hl'lC 
~,;,I., an.j , 11 o': "" ' I\ .. ~ , id ""gu" ",j ~, I,-cr" ,",w o 1"-"_ 
,'"" ,,1 r" "" 1.T. TlLk,,·. P" , il;,,1 , ~ DtiIJ " " ;, L il l., I ·~·"", · .~.", 

c,,--.J fc~ "!ldlyti" l rruct'Jure~ 

Wi" ", n ." ~' ,'rc m.lLr.01inc" ,:r. (" "-c:r.~ullc" ('oo<ll.oon" 12 h 
D¡ I ; ~h. 1 J. ~ " r. b l< . " t n. oC) " " l'>i~ ,._, ~, ;d"I;'~- , "fo'" 
;-" !i' ,,' i,,,",1 l" d ,;", "," ,n ,i" ,'" ," " ,1 i" '.u·,,,,'_"'''' wi 1, 
r ,cI<ral R<~ul., ,,, ", t i" ,\" icr . 1 1',' r< nOl"'<H>!i,,-, ,,00 ea", 
(NOM '-";1 _700_1')')'1. Mi·, i. I" .. f .\~, .. i, ,,1 "''', M,', i" ,) 

Ibe J ;.be" , " "' lr.ouc, o lO "e'* "'''o m, k Wim , "''' 
,4f h ,lid) Oy "" ;, "a"", "o",,,1 "jec'ioo of S:'''I''ol,'1Oci n 
(SU " [ 1_" ",~i, ~ .. r l, .I)' " , ig l" ] d i""h,1 i" .<0 ~I .. I 
, itr.HO \>oJ 1f"". pll \.6. Tl..., control ,'WJp ~ '" inicY1<:l .... ith 
,-"mtc btllf", TI" ,,,""""a m!> ""'" <"'" ",;,1 t:" mod-.m 
,., '"B" ",,,', "3fl(j¿ "II. ~~ , 00 "'-r ".-"o, .r. ' '' imm_ Tilo 
w,imd, ~. , ,,,, ~ ' , il""", 1 """l' r" ." .1, ,-,;, , n , I«·.",,,,i, hd_ 

",,,-,e, 'l be blood gl. ",,>c '._", moa",,,," ,b¡o ' ''''l' 1\\" J~" 
~- i t~ >n ,\ ccu<h..,,-I.: I.i¡o ,,,,-I guoo",,,,,,, C»: ~ ~ o ,1-<>[1 ,l1N"od 
r""" Lk ,,-;1 " r ll" ,,,-,-'o TI" ,,.(, "'''" ",,,,,,,,1 0'_.1 , <L)',~,ll, 

"* 0 COi' '¡-" r !be G I",'o", 'l ok"" ,,, ('" !Y(O> ,G l (J '""re 
l oo< w ith d,n"" ' ) ~ .-1g of lxw:h wd .he} dU.inin, .. cd ",iti\ 
'~'pl 'L~o"1 CU H' ul. " " ,1 """'" ' ; ,,~ hh"l . 1"" ' ''0 " '0') 

; 0 mb with ,10 d ,~b l ,¡Ill . .xomct" n., ro" ",er, k ilJ.>O " 
3. <1.),_,,1<1 , Ll,o)' ",'O''' """ , ll,,-, Ii ,,'d ,,; L', 1"" " " I>"'b iL,,1 
140 m,.i' ~' "r"'1r ~,jl"") m.1 ¡,¡ , .. I "'"' ,'.,1«·.",, 1 hv I~"" 

,,,","~l'" ir. ,",,,,,'ú, ,,,, ",be. oc< OOt,L",~ ' ilillm. Cl",lo"'l" 
""l. t rig l ,~,riOC< ",re ,,",'''''".''':,1 ," ¡t , «ro'" ~".'!) an '"7)'­

no.-' · "'"'", .• . , , it t;J I ,Wiol: tc , mm , ¡,"" , m~ i'b"' '''," , 

1",I,do".1 H.,," ",I,ochondrh 

n., ti '"r ,n" " :"".:n. wc"" iwh. ,J by oitk".,.;, ] '''-.nit' ­
;;C.,'''''' ",=d.\~ '" ,:'" oollúwing <,,,,,úr; o., . j- ":si, ti" li._", 

" ., ".-.. I ·.~ " , I " , "" "'j"" '''' ,,,,,I,w ,, """' ''' '~ ,SÜ ",M 
' '' ' '.'''''". 10 m M ~ -I ' - ll y,h D 'Y" h~ l o r i l'e ,",i "" - I ­

cth><" lll lfv_'~' ""id ' Ht1't S). pH '1_4 " .. ¡ <n.\1 " hyk", 
g l)'"o l_' " ( ~_,m i "O<1 n, ' cth< , ) N,N _[otro '""0" ' :>c ,d 
, r."TA', '" 4 0('" , th " I ;v,~ ~" ,' mi",·",1 ,,, d nn~, 1 ~, ·"~lt;m,,, 

"" 1I-j, bufIc.,-, ¡k 'nLnc~oJ tI" , .... ",e, l>",noye";"," with" 
l'ott_'f_Ll,·<t icm . 1. « ""1» hoo,v,"im ' 1 (¡ "",:"'< h .~ _ 
proxirr.a:d y ~ JIU,, ' e",¡Ji.' t O1 " ÓC>1",~ ,,¡ !be ,=.pl.;, J lle 
hurr . .,tc",>O ~'O¡ C<lltibtcoJ 10 rrj" '" '00x ,,- the "'r __ . ,. . .om, 
" ., ~ .. " 1(\ "'" " L IO . l»h~ " ,. 1 Lh 1,,11., WL> ,~", '."J ,, ~.' 
'._ ith Ú, '-'o..' ,,,,Ji,", l,,;:r. the pc]k, WlI< ir.euo"" oJ lO lOlir. 
<r. ti", , .. <., ",If_~ "';;'. ü 1'.1- ' .1>-->." -,,, ¡,,,, úfil-ltty , cids .. id 
'1"" OT l, o,I ' ( J'g ,11Y"8 I I! ", in . I' m ll)", [r O ", ,10, " .. e; '''''N_ 
T""- " ,,1 in t ; ~· " m, i" 1 1~' n h< " b " ,1 t)", r m',-ir. "", ',,,,t w,_, 
Jc1,..-.nLnoJ by ti", ,,", __ ro ¡;" '.oford Ir.l' tho<j ,¡;m.J :Oru Wió ) 

Mi'od-.~,,~,. I fu""" " "':>< ",. Iu" ,od ~y 1ll<a~~ ln~ o'}'g<" 
,,,,,c'-V'_,,,, MiL,,,I, ,,Jri.<1 ' '','~ '.'' " """' '' r Li,n "'''' <>.",.­
rr.¡"w u~ , Ch<-;;-t)l'" "_'y;,,-'t". ck"rodc, n.o "xpc'fim",," 
WOfC " ",iN 01" itl 1 ~ mi úfm,dillm =-."in r.~ 12< m~l 

K e l, In mM M () t' S, 1 m ~j 11,1'1),_ ~ mM 'l1<<1 n" , 
pll 7 . ' . Ti~' n', r im,,")' ,,,,,,o 4 ,." 4 0 ¡,,~t O ,oTI ;,.'m" r mt,' 

'.' " ",I'E'eo i" ,he' p' __ «"'''' uf 10 ,n~l SU(','in,te pl L" 
1 '_ L~ .'m 1 ""' ",,,,",. T Oe re<[\' w '''Y '''''' 1 {S3 ) {" ,\ , {), ' " .", 

rr.~ F=) 'k 'O¡ 1Ol'''''''''''' ,fe" H'(';,i m of 2W r .. \1 ..Jc1>J~I>.' 
d 1r'" o<ptaLC ( .~ IJ I ' ) ti -ul o~oc,",,>!,o n ', 'f\-.) ~'-' r ">!o", 

n , ,, ,, . IRr ) i" "" W ,". d" "H , 1 ," , (JO' ,,, . , l,; ~"" , 11,· 
" " , J ",>.1 !be , "'". ro'"" 

Upid p<10X.J ,,¡,lU in mitoc:""id,h l ""ml:." r.' 0;» .>:stin,,,,,.-,j 
11)' ' h, :>.:cu",:!>!ioo o)' ,,"~ lood i,k1<nyoc (M 1),\ 1. v,to", CO-'l -

• ,·," .rt ' n ~ ,.. "",, ~ ,..-. I hy • Col"" m. t'ln ,,-i,h t" " . .mit,, _ 
no :.,kI '~.b-.," C1 ,1. 1 ~-,"!i. 

r h< Ih , ", " 1 I,pid, W<J< <"':>e'od O)' ]-'010:. "d {l ~~ 7} 

m I Ll", li,·" " ,i",el,,-.) , i. I ~ , i <l, """ , ., ,,,,,,,,,1 L":",,l i ,,~ 

'''''''''"' oft:o< &"P"",,,,, ' c.:.'IJ'" Re J illJD.. whi.--+. ¡. pos 
, il,l ) d • .., ", f,,-~' " • • ];C"k H , i" 'f'"i,· " ,,,· ... f " ,i"",I",,",,,,1 
¡"", ,,," d "nn~, e;""'"." <1-0. ,,, 'c.·~"¡ ct' ¡, .... "fhlU'ól)T~-

cm lo \"'00""". "'P"'~. Uv "' the ti:< .,.,t,,," uf Roocti,~ OXl"¡¡al 
Spo<k" ( ROS) (R" " .00 1'. lm~,,, ,,, it» . l" r, ,, ,,,-,:1,. w< 
~'''': ;"-''--''""I ;n 'm·4;l,<t'.~ ,,,,..,. Ij,.· ¡;,. ,~ ,·., ;"d" , .. ''',1 

""1"''''"'" .mJ L'.c· p/1) ",'Od>.'r."c·'" propcni", of m,mb"'J\'~ 
,n ,'1",,<1.. '" m 'aMY r>/l."", of[ " &'",k>rmc'fiT oh, ....., ~ 
,,",k ..,>, he",, " ,i~ ,,;¡ -~w ,' i" "~" ,,, ,, "f ,., c~, ,,- , I~·, I . i" 
D.-'[l,brIT.e~ i> p"",,-.,..tcJ, F,', ..,,,,,,in;; LI-•• membruJ, IbJi!) . 
~""..".j <11'" <ll<llllx,",o< t1",J'" Pl_' l=.:.>j >1 J i'kont 
"'I,' h> ",,, Jo 11',' ,.""'¡" ,, ,'o. ,,,,,1 ". , "1>1",·,,,<1 l l ,·: 
" _,",, " '~mf;' : ,'h." ,",,,,, ,' ;' ~l~''''' ' h v ,,,.:, m"," , ~ r,~ 

\T.d<rs<:,oo".~ ,h, ""-';101 úf ,L, 1'1\:-" ",,1 pomeJct-..'f fl"¡,j,,l' 
[h , '-"'Y :>e,d, coe'f"' <O<OO" ""0' oh:a ioo,1 >nc. ,e .I. " d 
' -"' ''c"' ,h< ,," ,,', ra',, 1 ,,, ~~ '",d,,1 .1 I'S ) t;'ry "';'~ ,.~" 

. \hl('ri. i> .n~ 1U('lb.xh 

illJ " ¡'h,l "lod ,. ,d, .. "o off,,,, >eJdo .",-'tllyl " loo' "","'"ds. 
l4'.~ 1>..",,,, Tri lt->."".o" m"'haoo l "00 ""'P:.'>7.'toc,n ""ro 
,"',;n ,,1 In..., S;~ ·". f h,~TI;" , 1 r", " l_n. I-PYTI'- vl ) f~~ 
P'''l<' (Ul'yl'). 1.0 J'pl:c'l'.)' 1 !,j .' h,,, ,tj,,ne ,Ul'HI . "nJ 

1 _1 ~_:ri m""y ,."." on iu" "" <c'y 1 ,.;,."r O"V 1_ I __ ', l _" "".,,'" 
1'_' ,, 1 """,·,'oIf"".'''' ( TM~ _n P IT, '",,,n' "1" ,; " , ,, 1 l'" "" 
~:ol"ula: ¡':ut>,;, Ih~"",. U !/.. U'>,,). n-H ,,,,,", HI'l(' 
~,.r., .,;j , 11 '-':0<, ",-,~"d "' .. ~,.,:< ",j ~,I ,'cr" "wo r'-"­
, '"",,1 f"" " .IT ["-1",·. P", il; ,,~ ",,>1,< . ~;" Li lbl .~."",. W", 
",--..1 lc~ '1Id1;-",,1 pruc,-,Jure~ 

'h L"'" "'.ti w en: rnJ.[r.o1irK' er."'" CC<'.t'\lI"'" ,cnclt.txJn; • 12 h 
"n c<-" 1 J. ~ "f,o:"," !.!. 0r¡ ¡;" ,,>i~ r:", ~, ;,I. ,¡; . -..- , ,,1'0'" 
;'h' ,h,' i,,, , .1 1,,,, 1,;", ... ,,,,., ,itl ,,,, ,,,, i i" U"',,,,,.,,.,, wi 1, 
r,,,,,,,, R<~" ''' 'M'-' j,,, ,\"i".1 I'" """e><m:rt,,-,-, 000 ea", 
(NtlM rwi '_lOtl_I')'l·l , Mi'", I,) .. f '\~', ri. ,, ' "'~, M,', i"'1 

1 be Juocte, "., II'.J uccd lO "c '~Oom m, k Wi",,,, ,," 
,4, h ,lid) I>y or, ,e tlar,,,, ,,,,,, ,,,1 ><je<'i oo .. f "I<pw"toc in 
rST'" [ l." "'~,.~ .. 1'1 .. 1:-- " , igl"] di, ,,,], ,,[ i" .<(j ~ I .. I 
,imlt' \>Ujf.",. pll ,\.6. T,.., ,"n""l ''IVJp ~ lA> mi,,·tc" ..-ith 
' Jlmte bt,jf", Toc '''~"'' ro!> .... , '" kq< -.-;,1 úc mott.'" 
'" '"B" ",,,', <["',""-01 ,. ~~ ,00 "'.r ..,.,"', .... '''¡mm. '1 1>< 
~",d, ~.,,,,, ~'''l:l'',,! """j' r" ., ,I,v, ,. "" ' ",·.m",; " hd_ 

,,>ce, 'j"" blood gl",'''''' '._", m""",,,,," ,~ '''''l' Ji\'c J"y' 
with '" Mc""I,,-,,\.: '.Ij>'¡,j gkloo,",,,,,,, c»: .. ~ o ,1-0(0 "H h'OO<l 
1'" "" Lk ,,-;1 of LI", ,ti,. n 'e ,,.,, "'"'' ' ",,,,,,,,,.l ", .1 , <1..)',,,,11; 
"*0 coy, .r.C7 ti>< <JI .. 'o", 'Iokmnc"< l '"""" ,GI l) ,.,;re 
¿on< ~' ith J"~",, ' ) ~ .lg oft.:w:h ~" cl\c) '.Ilr.iilln-,,:el witl\ 
'~ 'p l ,c~,· .. 1 , "",'ul " ' '' " "'.'u,; ,,~ hh, "¡ . ',. " "',, ""'')' 

,U mi" ~· i tl-. ,k d,~bl ,¡IL=""'''' TI., ,ot, ve<f' killo.-J " 
.14 Ja),_"IJ, Ll,,)' ,.'''''' " " "" l""i,,'<1 ,,;1' , 1" " "~""b iL" I 

'.'''' m".:'~' nfh,,!y ~,';~:h ' ) "",1101,,, 1 .,.-"' ,· .. Ih-" ,I ~v I~",. 

f'\ll"'~'''' ir .• "'""'"'" ,..-be. :0< OOt,üin~ ,,~."u . C:",Io""," 
"",. trigl,~",idc, ",c< '-",'",,".,re,1 ," Tt , «ru'" ""'"," an " 7)"­

"' ... <,-<-,,, .•. , I i, t; J IP"';ol: ,f , o~:n"'.:"m~ ;,,,tn " ', m, 

¡",I,doo .1 ""r n,ltochondrh 

n., h,", "" :C"':"".<iio w,,,,, iw1il,J by Jrlb"r,. ,l '''-.m!, · 
¡;C.tJúfiS ,.,=d .\~ [ú t:", foI lo",illg " , .. " .. ljlh, . f ":st. ti", li.,.,­
",. , ,,"'~ I-.~,_, I " , "" ~""'''' """1,," ,, ",,"' .. ,,¡; ,sn ,,, M 
''' ' '.'''''', 10 ,~ M , 1 -i'- IT Y'h" 'y"". ~ I 'r; pc". ,;" ,·- I ­

cth>r:<",II;'-,-,~' ",i.J tHHtS). pH -;.4 "",J ¡ ",\1 ,thl-k" 
g l)'co l_,,, (o_o",in o<th, ' <th«¡ N.N _[otr, ""011' :>e, o 
, r r;TAi " ,1 "1' , th " I;.·,~ ~'" mi,.",,1 ,,," nn ~, 1 ~",,~I ,;""" 
un LI-.;' OofleT, Ibe ,mnc~oJ W~->C "lO' i>OlIl-J¡c";,,c¿ with , 
1','tto,_ IJ"& j<m 01." M<uo m.-" ¿,,i7<:r ' 1 ü "",:o" h .~ . 
prollir.¡n ly ~ IIll'" "",xli.,t o,'d"",",~ üf ti>< ,-,,,:('1.;, l ile 
h«' .ut'..,.., ~." ",ntibt,oJ 10 rrüu WJx,," '~e "' p,-n:'1m1 
"", ",,"" Tü " " " L 1 0J)" h~ . ,,.¡ Ih 1",1'-, w'-, "",',,,I .. u­

'._ ith L:" ,.>r.>,; ""J iCCl l,lcr. 'he pclk' ~ ... ir.cu\>ir ,J !O tolir. 
u: ti", ""'" l~ :jf,~ -~;t. <) n , ...... "Jn ¡r", úft""y "jds "i.J 
'1''" '" 1 " · ¡ ' ~)' 3 ,I LY"~ 111 ""n. Fm lly. ['O "",,,,, ";l,' ",,,1<. 
T""" ' ,,I ;n ,o.. o,m, ;" ,I rt, n I~ "b ",1 ,j,.. f "" '';'' " n ',,,,, w'" , 
J<1.'r.l1llloJ by ti>< ,,",-ro ~".dford IT.'·tho<I 'Ilr.i.J iorJ 1 ,·¡tí" 

R"'I,k • •• " , " f 1;,'" '''~ 'H'¡'"",Ir,,, 

Mitod-.-.-.1o .. 1 fue"" " w:.; "·. ru,,,.-,j ~y ",ca~~ ,n~ " "}'.O<" 

''''' '"'·V·' '' · M iL,,,I,, ';!';"1 "" .~ _ .. '-',,"","1''',., .... ''' Jo."'_ 
rr.üw u~ , Cll<i~)1'" ".'y;,"" d c"roJ,:, n.o c,!,,-ruurnt, 
Wc~'e " ",iN O", in 1 ~ mi úfm,dh'lll =-."illr.~ 12' m:<l 
K ( ·I. ' " ",M M ()PS . 1 mM 11.1'1) • . ~ mM "",e ,n", 
pll 7 '. Tl~' n"r;"" ' '}' ,,,:o,' ,1 .~4 , \,,~ r tl. c.TI ,.'m" rmt ·, 

'.' ", " , I,,,-,,'J in ,h, W·"",,,, 01 ]U ,n~! <U(','i""tc pi Ll ' 
1 LLi!. 'mi "", ""..,. "-1>< l« ¡-"".[,")' "'" J (S3 ) (n ,\' O,''''"' 
rr.~ F=! ., ." O" "" LlIDl ,h7 H'C¡,iün of 200 r.\1 ~""~I>: 
d ' r>h~'p '.r< -: .~Il l ' ) ti ·,,1 o~n<",,,:rt,o" '11>.: ~'-' r tr:rto", 

(''' '' lo. ¡Rfl i'."" w", d,·"H , 1 ", n" ,,,., l , ;w"" ,1,' 
, .. " 3 LOJ Lhc ,,,te 4 ror" , 

Upi.J p<l ox.J ilion in ,nio:oc:...-",d,hl 0""" 1:.",., " .,. OSIill,,,,.-,j 
h)" th, :>o",,,~bti oo of ,-",',,"did U,)'do ¡ M 1),\ 1. "'0'" con · 
, ."',." , ,,, ~ '" """~".,, I ,y • "''''' m. '" n w;,h t.,,),.,,,,;,,, · 
no "' .... ,ut,b'''' C1 .1. I ~N I , 

TI..- [j." ", ,, II,,,;J, ~. ", Ht:"""d o,· foló" d -:1957) 
m ) Ll", l i,·", " ,i".J .. ·.) , io I~,"¡, "',w "'''''''-",1 ,-"", Ji,,~ 
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'o llli ¡.O. ",rd U."O' '.1 91") ,r.d fu' ... '" l %l; l" p<o""'J';Iy 
, ~ ,""' i l"-' <l in Pi"", _II "",L,,,I·:, " . 1. (cú IO) r" , ~ I ' "" 

~'-y thm. v t." n~, Ik"y " ú', ",ml""i1i,,,, n I mi 'n, '~" , ln_ 

, 1 """'" ,,,,, Vi» doto" n,nod by p' , r.rom010,¡rq,1 ) ,~",. 

"""":a,li,,,m IMon'i<Ol\ ""d S,,",irn I~"") 1'.' ilh "'''''" 
,n t1"",i. I,· 1 1'1 in m"·, .• ,,,,1 r..O> ,h " "m"''' ~''T hv , • . ,,, 

"n'ied out ]TI .. I'd.lr. lit"", (1""" , el) , 0r.trolleJ by 
" ' ''"'I'',m r, e~. , ir l"<I. v, iú , ' 1"1 it -"I"I;'I"« "1" 11 , 1')' inj«"" 
.-.<1 '1,""' ' ''' in Li, ,, , ,k'"" ",, r (Fm ). n , ILHy "id " .... " )·1 
"te" '._e" .op .. r",J o~ < 30 m. o,ne ~<w •. ' eobrr.n 
,0.21 """ i.d , O 2~ m", ,h,d".m .,. UIt" hi ¡.O.lv pm oi 
""g'" "'", u,e d ", ti", " m ee . "' (14 .., 1.-'"",, ',. TI", n-",,~ 

,,,' ,, <1 ,' ,"",.; ", ~· ,·r.' ", 2' f> 'r n", t"'''F'' ' ''''' rm~".m 

op¡ol" d to ,k , <>Imu "''''' :0110" " , mi" ' .t ¡ 'U "c 
,....,,,.,,d ,,, "lO 01' J ' c ' '''' " lO , ti,, 1 1<mp"'ture ot' 
).4 0 °r , ", h i" h ~.~, ",. in"i",·.1 'ú " ,~ i n mm e 

Icentif .... non úf ",'yl ek in. in ""',. """,, le ... '" J o"e lo)' 
, ,' ''",ra,i~," w;,h " t<nt ioo ti ,,"," :lO,d po>, .,,,, re lat i" , '" 
':,e ",m"rJ ,ni" ",, 01 I .. tt)' ..... ·iJ ,nC1h)'1 ,"m, '110 I,,,y 
""d, CM'I" <t "oo ~ re r>O" " j """ ~.i 1-.0 un;a:u,,,,io n 
i'.!..'., n; .-S) ,, ", "M, i , ~'d ¡, ,", ' " ,,,1 , e, ,, " ,- ""," " ' "L",I 
ei, üh i ~y tcd <uro ,,¡ ",, ' uu 'cd r.tty >cie,. 

~m", I"",d ri. 1 " OO",!>n " O tJuld l~' 

lo ('"Iu" " the ,mwho,-,dm l ml".n Ocdr.l' n"i('it)'. ,hn'o 
""k,,", '1",,0.0"'''' prot-<, WOl'< u"d: IJI '; I', DI'II . " ,d 
T\I A_DPlI n .. " " ..... "" ''"','",, ~· i n , DPy P ', ',,, " " ".,"-
1'<' \'10 ",1)' ,h,rito..-d ·: t l~uc,o.·G",,' i< ,~ .L 2'J¡') , l ile 
tl" ,) ";«1", 01 DI',.I' in ' '' '''' ' '>lO<I h to dx mio":k1C dti_ 
, 1 ,,,.''''1. ,, ,, , , "., ,,,,,,,",,,,¡ " L "",-,' ,~ I ''''' '1''''' '"'''' 
¡rom 10 w Ó') oC, ir. , Per. ir. [lL"" H JOro" 'cLK O 
S"0,' trO'"O:<f l S'l ,ou,""",cd <O , d l , ulot ,og "',.,. , 
h,,~ . I he ~ oorof'll<>r' ~ ... '''''l,d al -'-' '7 n'n ar " 1'"" 
m"n""",,, ,Tm> , nd "". ,~" (le) t1 , ,, ,,. ,~ , .. ,,,,,,, in ... " , iti" , 

~uc rc >ld " -'o' ><l<i 480 nr.1. "~pc(, tl \~ l y. hum t'.'~c 
r., ,,, l ; ,,~, . ,h , "".-i""", tn rrm""TI ~'- t l " , ,,, ,,,, " " '~ in"", , ;,y 
, . i l> ' (1,,,1 ,,,) ""." , ,·"11 .- "1,, ,,, 1. n " , "." , ,, ,," .,,,, , "r ", i_ 

[,)C~.o oo, " 1 "" .• ,nh<" ",, ' luir.")' ", i1l th, I,p0("tl"" thl<)­
,,,,,,,,,,, 1"'"'" Dr i l .-.1 TM .,_DPll w""', , ,,,,,,"i.lly '-' 

", ,,'n oce by " .. e"" likon et , 1. ' ~ 'Jlj'i ) Wl1b ,mr.O! 
mod ifi,a t i,, !) 1',-" m , he ," itoo, o nJ , i, 1 'U ' P"O " O,' , 
O .. ' " ',~ r " >< i,, --,,I '»"<,' ,,'<"' ' D k .. kl .,J wi Ll, DPl I 
,~ T~t~-D PII ., , licl" l ,· ü'-. (' ~.ltr"icor. uf 0,25 rn ~-!. TilO 
"-",,,h wo" ,,, o,,,,-~, d ,,,,"u eh, light " ,j ü",*,tcd :0.-

11 ' min "od" "" "gn",, ' :t m "g PM ',OU' '" "",;U' O­
"",.- " . Ti~, thm"""u 1",I, n ",,;, ... m,,, ' ,,,,,",,n" ~,.", 

"o r. e in ,b e ,,,me 1'":,,, llencr ' I, or, ,,·e r. ,·e 
S ~wromo,,, I. SJI " ," "~,,,,d '" a "'OU I 'l ' O ~ 1'.'"t" 
b,LI , " "LI, Il " ",~, l",,~, W"-, '" ",á,,<I LO .16.\ "''' " " d 
~.ni,,)()n 01 llt" H "" oc,,,,·ted ,t 4JU "rn IT.d IMA­
UI'H ' .t 42~ r .. n. 'lb, mus ..... " ,,,,,,,, ",er, l o,., 'mm 10 
L" 60 T . 

Stati"ic.1 . .. ~.,¡., 

AII th"f." ,.,.,",,,, ...-,0«' ""'''',m l in " min;r.>,' TI n f-j ' .H' l'~ 

;;<·oop . • \11 do",- >r' np:e.....J" ".,"r~ ¡- SU. A S:aJ"Ú t 
1'" v.~""OO 1i< tOc ,,",<11<0.1 "" , Iv~, ,,1' dm ~') < rUJ! }. 

Ro<ult< 

r ", tI...-, ,hÜ 1"TI''''t " r "" t)l~ ' J . • I¡'h<c, m" I,j, STl w,_, 
" ,ju,tcd c"," ,o: rito,,,,, lIy Cn> r.,~,t>o:n nts ' 48 1, oljj. .\> "'1) 
he '<0'" ,., I,' ig . I '" ['"' tit1l ,llv ~" '>: . 8 ~'"'''''' w>< ,muroe. 
110 m,.,.-ml, ~·hi C+. ~. , ,, 1 tim,~ ~i ~,h<~ th m ,lo" """',,",,~ Oi • ., 
lr. e",,~," ~",. h ' ,n",Uy. t>loul Vlu." ',,, dt~rc .. ,," "' m " '­
,..,.C" ""'" ,"""'Oi. ... nI 1", m~-,'ml ", " 'y 1 < ""I ;t .,.,,, " 1" 
o\~~ 2') ) mpnl. "':U;ll> 'w,,~ .. hi¡!h<, ,Ite ".,w ¡ Ioc"" lr. 
'oc ,rol ""- u'" I ,Lv .14 '" h-.. 't\ te, "," ""'" ,ocri f>.oc l .. 1)", lO 
,I' i, l ' ), I~T~I ) ,,, ,, i .. L' '-' . " ''' LI, DI J i,."." " ." "'''' d,." ·.,,J 
Fi;:'Jrc : .ho ~·, tt.H 'nc ""-iy ",ei",,, ,'1' Ci .. l>cri(' r.<t, ~." 

';,;,"f"",,,I" ""'" 01 ' .U t,c"". By !he dJU of tk ,,,,,,'iN 
lt , .·.~",o""ght "m , dic\>clic mE w., 11 "" Io~w [han [o" 
" . ,, ~ ' ..- "r t¡", " ,., ,,, ' '"', 

lJ<=r.", .. i r.~ ,:,., tite L" J ." d,-,p'·" t)l'" ! (;i,·."" "" 
t '8 . 1 , .... w, lh, ( ;Ju, o .« To¡"'r.flC< 0""0' Il ;'1'( ') ot 

10 ,1" ,,,,,111 ,,,, • . 11 ,., ,, Ix' """ ,' ,-" ,b ri ', ' ,1., l , i l'.l,,~ 

~Iu,'o", (" 'Dcenlr .. tic r. in ,be di<1o" , ~ru' P ,,",,'e ,h< be­
~ i" n i n ... " i, ,1<>, t, ,,, f,,,, " ill 1" ... , che "rahili')' ,,1 
1,",' i. lI) , ,,,, , ,, , I li , ' ~ H; nxl ~ I "",,, . j u,' li'" , i" LH'" 2 

J il<","c,. ,t.no.t r,,,,hü~ their ",; ,] , on, u-.tr"t;"'n, "ithio 
the tic", ",usJrcd. In tl-.< " .ne w,v. t i~ . ~ ,h""" t:., 
«ru m 'OOk<l"o l ard " 'g l)",nd", , o,,,, ",,,"[i,,,,, , oo ly 

tI...- ' """"."'''''m "r tn~I )· "".i,b ,>, ," ,i ~" i thntlv "i¿,,~ 

lO "i,l><,ic ""', r,>c'r.in~ ¡ ~~ m¡;¡dl ' )U '~ hl¡;h<--r ,'o,n ­
~3f<d t" t '", , "mo l ro,, ) 

,. , ,. 
• • ,. ¡ '" ,. 

, 

1 
o. 
o. 
• , 

" • 
"lo- ' BJ..d , 'A_ e,,;< ""' ~" """'~,,~ " ,' ;fu~. ,. , ,-~ " ..-~. 
,,-, , " ,"" ..... ... -l.!'. ,) .Q< 

'o BU",. ,"Id I)vo, d ~1" J ,x.d /Ur.," , 1%<', ., prO\'K<j,;Iy 
""" ,'il><'<1;" Pi-n', - Ik,.-,': ",k'" 01. ; ,n IO) r,,, ~I'",L 
~')',hn. ",,,, T _, f,-ny " ú', """ 1'",i ' i"" ,,1 , '" i ' '''~l nln_ 

oJ mOIOl ' ''''' w>< dotO:."UlCd by p' ".""""08",,,1) ,~c~' 
",,'<C,'-'-"' ''¡'''"'' IMon'i<ruad S".irn I ~,,",I Wllh h..-",,,, 
'nl1"mi, l" I ! 'l in n 'h,,,,,1 (;,,, ,h ,'"m""'~"T"" """ 
"rncJ OU' ID , l'c;'IX. tl",,,, U>r"' , el! ,c'.trollo" by 
O,1tTf"l1", e~j irf"'. '" iú , 'rl it-"rlitl«< "1" 11 ,,.. ini"""" 
.-.<1 'l . " '" . " , i,oL;,,, , ,"-'h L" , (1'11)). Tltc 'LHy ,.,,<1 ",dhyl 

"te" '._'70 ,op,,,tc d o~ < !O rn. 0011'~<W'-' , 0bJr.n 
,1',21 """ i.d. O 2~ mOl th"'h,,,, ,. UIt" hi "'.ly fm ,, ; 
""g'" ','., ,,-,-,1 •• ' h" " " "" ."' (1 ~ nl'-""" '" TI~' n jC'_ 
,,,' "ni ,l,"""", ~' ,-r.' ,rt l 'f> '(" 11'..- '''~r '''' ''' ''' rm~".m 

op¡>!,--d '0 ,k ,,,"nu ."."" ;0110"'" , ll~ " "t ¡'U "C 
,"'"."" " , "'''' 01' l , (' '." ," to , lina l "mp"',"" of 
) 4 11 0(", "' ,i,'h w,., ",. in l,;no,1 'ú " mi n mm" 

Iccntif .... non uf ",'yl ,hcin. jn ""d. ,,"Ol,1e ,..'" J".lO ":l' 
"'trpari~," "ith """ti,," ti""" ""a ro>' . ,,"-, ",Ia,i ... , '" 
~'" ",,",,,J mi,,",", of f, ny >l';,] Oll"h)'l "t,'r>, '1 b-o f,"y 
""d, coo' I""" oo ~ « roo" , ,1 ,; r,,~,; 1', U""'TI' '''", " 
;,ili'" I¡; 'S¡ ,,", ",,"¡ ,~'d 1"", , " ". 1 "'" ",- ",". ',,"LOO 
e;.;tlce ~y ,,<0.1 ,"lll '" >ot uu"d f,"y "je,. 

~11,,,,,I,,,,,dri. 1 n,,",b,..n, lluld ltr 

lo ",lu",.' ,he cnLWc'hoo>dm l m~.nbrd'.' n"jc lt)', ,hn'o 
""k,,", ' 1""",,,,,,, prot-<, WOl'< ""o: IJI" I'. 1)1'11 , :u-Jd 

T\IA_Drll n" ".""""'"',',,,, " in, DPy P ' .. ,,~ ", . ., . , 
1'<"'1<)",1)' tlc"ri"-d ( tL~ u-;:""· (j,,,,' ," ,~ .1. 2U l,), lt", 
11-,,, =CI'" 01 DI',-I' i"""',)O '>loo1 i oto me m i ",(~"d l ~ 

,,1 ,,,,,,,,b,.,,,. ",,,, ''''''''''" aL ,,-, '.-.',al L" ' '' I ,-,,.L",,~ 

¡roro 10 w Ó'J oC, ;0 , Pcrh: Ilmr H -"'rc,ccLlCc 
SI'''''"om·",,,' l S'l 'OllLk.X :cJ (Q , ,j¡,ulot ,ng ",.",., 
"",. liT< ~ oo ro"""" ~ ... "" 'l,d al -'-') n,,, ",O (00 

,,, '",,,,'" ,Tm. ,,,,1 '" '' '''''' ( 1<.-', t1">n~" "."" in",,,,,' ,,,, 
~'"rc re,.] " -'o' I<l<l 4~ü nLOl. "·'l'X'tl\'dy. f rom ".,·,e 
r.""¡;n~,, ,h., "".-i ,n", rr",,,, ',, ,,, , I " "",,"" , ',,~ Tn".,"rt:< 
,. i", ;1,,,1 ,,,) '"...,, ' ""h'" I",,, 1. n", ",,, ~ ,,,".,, , , "r ", i_ 

r.-,..,'ooo, .. 1 .ro",oo."" lI 11 ir."y wi:l\ lO, Ilp or'" I" t lu .... 
n",.-",,' 1""'" Drll.-.I TM ,,_OPII ~'"". ,,,,,c,,;,,II~ '-' 
",,('nb<.'c by """, ,,dilo,,,; ot ,1. ' ~U l¡-; ,' WLtb O111r.or 
OlO/.lfo,"t i,1I\ ' 1'1\1Ilo , he " "oáo"o, i, 1 ,u < rOn" ~ .l, 

O .. ' "'~ p""i" ,- ,,I '""" ,.-", ' D k lold eJ w;Ll, DPII 
,~ T~t~-D PI I .-: , fi , .. ¡ "':(' ~.ltr."ior. uf 0,25 mM. T'>" 
,",,,,,,k; "0" ,"0:0"" ;""U m, jj~1t ,¡,j L",*,too ;0.-
111 min ""dO' tr,' ,g n<tic <omog p""',ou, 10 m.--,,,uro_ 
''''''''' ' T_, n'.m.-,,",-.-..- T"',I,n",,;, ... m"""""",,"" ~,'TI' 
"or.e ,n ,h e ,<mc 1'"",,, tLnor ' l, or",,'c, .• 'o 
S~w",",·-' ,,, I.Sl.1 O,)nI"'''''O '" • ",," I 'l,n~ ",¿t" 

b.lI , [J,,, I, 11 "' '' '' '1'1'0'''' w c",' e,á" J el J65 " '" ",,<1 
~.nL"Jün of lll' H "" ",:t",tcJ " 4JO our. IT.J lMA­
I)PH "t 42~ ,_n, 'lt, m",~J:,,,,,,n ~'cr, cooc ¡fo," lo 
L" 60 T. 

Stati"k.1 '''~''~ 

AIl ,t., r,""'''"'"'' ,.-.,... m"", .... I Tn " rr;n""T" ,,¡- ,1 ,,", 1'''­
¡;.'""p . • \U 00" , '" np:cs.s.od" ,r.,"",~ ';;1), o'. S:u.J,,'" t 
1'" \\~ ""od ' i< the """t l<oI "",I~~, ,)1' dm ~') < ,r,,!}. 

Ro<u lt< 

l } pe 2 d i,.,.. .. ,""""1 

rm ,"" ,,,,ü,,,,," "f"" ')1~' ) ,1",1>"" m" I.l, STl w", 
Ll'"",tod """"o:,;t"",,II)' c'" o",,""n nts 141; l, o\jJ A, ''''' 
he '<'" '" 1'1g. 1 '" r'o< jit:l\ .-ll.~" '>:, 81",",,,,,,, w>< .",,"roe. 
110 m,'/nl, whi cIT ~' , .. ,tim,~ ~i ~,",~ ' ' 'm ,h.., """'''',,-,,,;, ., 
IX. ,,-,,,~ol ~", b -•. ruall,. OlwJ ~l ""c'>< tlc~ru"" '" m >\­

""'y ,"'" """ti", ,,¡ 1"" m~'-nT I "1 "'y 1 < ... 1;1 .,., .. , ~" 

0\ '-" ~(O) mpnl. w:.ó" ''''Le" ., hi¡ch<"b-o "lc'w gluc,,", '" 
cor ,mi .""" u rt, 1 ,ll" ,,", w h-.. 't\ te, "," ,w" ,,,,rif'-""' .. 1)", OC' 

11, ;" l ' ), I~~~h'c, ,, i .. L'", , ''''' LI, Di Ji.b .... " " ." ... '" Lr,~ceJ 
, j;:'JrC : .how, th", t'<: boJy '~~i ,"".t l,r ':ü \>cti(, r.tt, ~'" 

, it¡,Jf,,"'rtl, lo",,,,, "U M"". lJy tOo dJr.' of,k """h 
&0 .·.~~o w,,¡;ht onh, did",t", m1< w., 21 '<, Iú~w r/¡¡;[" riT< 

"" ; ~'~ "r ,1.: ", .,,,, ' "''' 
Lk.-.>:J,."u:i,.~ , ... ' ,b-o" t, J."d0l"'u t~-pe ~ m,be" ... 

1 ',0. ] , .... w, l ho ( ;"'00"-' '1'0 "''''''-'< Cm,,", I ( ;TI ') ~t 
,O ,I,,, ..... ,hl ",,,- 11 ,', ,, Ix' .,,,,, "HI ,bp;'" t., l,,¡,.l,,~ 

~l",'c;c ('C'D,,,'ntut;';'r. ID ,he Jdx.·,,, ~ru(.'r ,,",' e tI>..- 1>..' . 

~i" " i ll ~, " i, ,k;, tht <'." "i ll ""'0 u>< "r,hi li')' ,,¡ 
I , "~.i oll) ,,,,, ,,,,Ili ,'~ H",l ~I"",,, , ju,' li:", ;" ' :--1'-' 2 
J ;"oC1C,. ,tno>1 r,,,,hi:l~ th,'jr b.,o! ,0ncU'.tr",ion, \<;thm 
the tic" m"s"Ied , In tI-.< " .ll., ""V, HII' 4 ,hQw, t:." 
,oru m "'-'~'l,ro l a,d "'g l )' ,or¡'I~" , o,,, ,"r,,-ri,m: oo ly 
,t., ""'''''''',,'' '" .. ¡ , ri~l)'"-",, Ic~ ,.-," , i ~nithn'lv ', i,,'_,.­
ln di",,"o not" r"d'.in ~ ¡~~ m);; Jl " U'~ hLl;hu ,'ocn' 
~3t",1 t,) t'"' ,onml raB I 

,. , ,. 
• • ~ ¡ ,. ~ 
1 

,. 
,. 
• , , . 1S ~ 

Ag. (do,..! • 
. ;"" BJ"d , ' A-'-O< "-' --.00 ~., ",,',~,~,,~ ,, ';fu~. ",,~~ ., .,~. 

,;.; , 1-'""-'" " • • , l' • ,',C>< 
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'" 
'" 

• • , • o • • • 
» 

• • • » 
Ag. (~.y.) 

t.,." """', ." .... oh',-,"_OOI "" ",",~", o." d ,..o; ~_'" .,..~ •. ",-
' -" .p "Üm 

lo c=.re" 11'..: free "",ic,,", jl, 00 ' inflCC",k 'int " ur ",pen­
"'~," "" th i, ,~,, \.,l .. l' t )1" ' di.,k" " ." le,,,," ;n r.>.",-h" " "" 
WO '~'O" l'i'Ol"' ,"idat¡m in mlt,,,,h'I!" lc ,a. .~, <t.o",,, In 

r ilO ~, \II)A " ¡; ,. ,~ mi, ,,,'.,,.h " f , ...... "ti, ,,,., W .o< , l",,~t 

20''' higo" tha:, ¡el "J,,,,,,I "'''. bOJ! lt ~'", r.C< suti ~ic,lly 

,l]¡flifJWlt 

1" r ;¡; . ti ti" LV," ~~ ' "~I' ;, ·Ll. , ,, ",- I ;v," ",1""1",,.1,;. 
~,~ ,m .",1 ",,1 <1 ;,,",,, , " H, ¡, .',pi",,) 'llk' ,.,,,¡ "''r 

p".ti "" (""te ~J ',_" no' olife" ,,, bc tw,,,n ~rou P' 
. 1 ig_ MJ_ II ,m 'o",,,. ,lO" Ú " m ii.""'< P"k1<r>/l,,,vlat '," 
w., ;-.1",,,,1 hy L'", ",1,l iL ' .-. DI .\ fl P (,Id'"" .1 ). Ll" , .~~I' ; _ 

"" i"" .. ¡ rr i ,,, h." I ,~, "'"m ,lid",,; , , . rt, "'o< ' 1 ' i ~i ~ ' ,,~ 

lbir. tbc re.pi,.,;,," of rr.lto ,h,'"cri , from contro l "" 
<1 ig. ""', . .. \, a ",u lt. ' he 1((' or mi""' .... 'I.,;. trom d,<>­
l..." i, ," " ~u ,;~ " i fi'u< , I ) I,igl,,·, ,I,u< ti,", fDu"d i" 
no;t" ·" , .. ln, fm" ,·"",,,,1 , .... , r ; ~ . ",.) 

-

Timo 1,,"01 

" " .' m~" r, l«""" ' ..... ·0 , ( ;~C\ cf "",« ~" ,I. 1,,,~ ,,~ " 
I '''' "" ...... , • . , . , • • " .0.< 

, 

! 
I 
o 

b 

. L __ ~"oo:::,:,.:!--o;.beti<---
• .,. , n._ "", , .. d r'ij,,,,""" .. ' "" "",",,~ , " " .,_m '"' 
"",", "'" ,ji,.",. ""'" I "",""-d' .•• ' 1 • " .0,< 

h U! " i d> ,,,mp'-'~ ' '''o 01' üwr ,,-,,al l ip;'I> . nd 1;' , " 
", ;"",~ondr;. 

j le ü tt-,- '.,.Js , ,,"ul"'" ilio.1 of ".h" .. ¡',ll>dfi , f.o _H oC":' flooP< 
w., """lp,,,1 11-,- g¿< cl-.-oo\au.gra!'h) • ., wa, tOc ti ny "" ,1 
""'1""" '" " fl i ",' t" , l liri<". T""" I '''',-, ., tl-" t, tty .• • " 
"''C1p.l~ ''''' 01 h\'cr ,"',,¡ lip¡J, .mJ I ~" rr.i:od.o,>.In. ~m 
cor."ol ",d JUd, f''''' mefc ""'" ,,, ... ,,,,1 dJff"",,,,,, k 
,~. ,-.c , ,b · .. ' ~" ' ur ' _ r,,· ; -~ "-'""' . ,',,-, I',.I<-;'i, · "" id W"' ,6'"' 
h i ~' ~'- m t" ¡¡, M ' t,,,-,I I¡";d, "" I .. h ";' no, , ," 14<;. , ,,'u i" 

rr. i: .... ·'., ... <h, . ",,:h ,,1 tkn COm¡>IT, J -.' itl-. ,b"r rc,p;x'l''' 
coct ·oI ~ TOe ""' ~ ""id ." , .H-:<' higll« in 1,,,, "". I I,rid'; 
.. f JiLkl~' ,,-,, hu' """"..,J ,m, l' ,'-pl i .. " , i L ,~· I. , -.~ ... n " 
1,. ,,", ,. ;<1 ~", 44Yi 'n,.-,~ i " l ;v ,~",,1 ];r, l< " f ,1;',1>< •• , ,,'" 
"" , r,u.i;,,,,d "'>.:h""!,,J ]TI m;:ocb, ... <ho . " 'ith tI-. ' OJm to 

Oct", ""do",,,,nl. aro<! InT"rx< ""' t.",. "".1< ")"lf'<'<"""'_ 
LO ti" ,, >1 "f T.l ' , ~ ;-. J uJ.o.,l ll", ,,,, i,, .. f " ,·-"I " , ~,.w" _'-'¡ 

. "' ------';,, .. ;:~;:'--- 000"'" 
• .,., '"b'''''-tl,·,''' .-~m ~ . " 1;",,, ,.",,,,,, ."." '"' ""', '" oc, 
,...,~ , ,"''' , "",'_ .. ,, _ ., . " _M~ 

'" 
'" 

• • , • • • • » 

» 

• • » » 
Ag. (~.y.) 

"j." """', . " . bI .. ú',~_""' .... "",,,,,, , .... d u; ~_'"' .,..~,.",­
, . ••.•• _ MI 

jo C.,'SUK " _,, free r"",col> JK 00' in:k,"",'int"Uf " pe n­
",,-,', "" lh" ,,,,I<-J " +'1)1" ' di,"" ', ,,,le,",, ;n , -.ur " · ,,,,,~ 

"O "'~'O" """l"' ,1<idatim in m",)<h"" ,I'I" ~",o","", In 

r ;lO ~, \II)A " h,,,, m;,.·' ... h " f ,';,,¡-..n, n.o , W .O< ,1"".t 

..:O'~ hi~h,," \h.¡u ~1 c'<J(l"ol "' ... boJl lL ~·.H W ~ .. t j ~;';''" I) 

'WJf,"-'lt 

1" F; • . ti 'h eH" ~~ ' "-" p i'd.'" 0 '- l i,.," """"¡",, .. h. 
IT .. ,~ "",-m,1 ",,1 <1 ;,,,,,,, ", ,, i, ",pi",,!' T _, ,.,,,, n· ... 

p".tiu" , "'',, ~J .,,, no' d, ffe",,, octw,-cn ~ro u p ' 

01 ig_ 0. 1_ "',"",'0",". ,lO" ,.,~ 0' il.01,·:' p',,,,r>h,)(vl.,,,, ,, 
"'., i-.I"",-.] h)' L'., .. 1,l iL '.-. DI' MlP (,lo'"" J;" Li>: , .,~l' ~ 

m i.n .. 1 ,,- it .. h",. I", ' i" m ,lid,,,,; , ,." , "'"' ' h ~ i ~,,~ 

tI-_oi " Lhe rc>pj,.,j "n of rr.""ch,'non, from contro l ,," 
ol lg_ "" , . .. \, a ",uIt. 'he l \( ' ot'm i:ocrorr.n, trom do", 
I .. ; i, ,"" ~'L> , ;~" i "'Ul Lh l ,igl"" Ll ,,,,, " '"L rDW"] i" 
"-,;t,""" .. I';,, ro'" ,·,,"," ,1 u " , r i ~ . ",.) 

-• 
:1-
L>o 
o 

I ,oo 

L.~_,.o--,.c--,.o--"."-,,.~ 

Fi .. . ' m~" r"1«"",, ,,,,, , ~~c' '" "'. '" ~" ,t.""~ ,,~ ,. 
I "'" "'HU, _ .,. , • • 0:-'0.< 

., n ,,,,,,,'. n ~,.. "". 

, 

1 
I 
o 

b 

. L_-~"OO::':'.~-Oi"beti<---
" ;.,' (1. __ "'" ( .. . " r '>Ji"""'" (O, ;oc '"~,,~ , .. " .>ln «" 
""",o( . " ó''''ct' r., ,, I "',"'-0 ••.•••.. ' • " .0,< 

h U! " i<h "".",,~ tivn or Ii .... .- ,"Ild l-"i<h . nd l ~"r 
mi!fI<~o lHl r i. 

Th ütt,. ,., >.ls , ,,,uI"'" it;';", of "j"" wooü f. 0_" 00<:, V" Jp< 

"'>; >r"Jp~,1 O)' g" <m.-\a'ograrh' . ., "'." th< 'iny "" ,1 
""-'l"~' ;'''' "f li ,'u t,.,l l ipO". T "¡,,, ,,,,.,,, t l-" t,tty ,. "" 

"''Dp.l~' ;'''' uf hH:r 'v,z.! lipKb .moJ 1;, '"' rr."""'.O:>.In, ~m 
<01".<:01 ",d dUd, "">: ''''fe ',,,1< ",,,,,,,1 dúf"",,,,,, "" 
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In_. , - a.c.' ,.,. 1 . ~7 n.a. ' ... ~I"-"'i,, I)·, IL;, """ ' ...-, -, 'b' 
,be Ji.ibc,,~ in;=>cJ 'oc ~H, ra:c-d !u')' ,,-j,J, m 11-.' n,,,,,. 
""dtlng b , kowa L"S mtio ¡bu in =nol nI>. buu"".,rk 
.eI) ,hdJiS " ... ' " ,' " " " " ',,,,],,,, " ~,, -"' ;".-. ' :; h ,~ I~, ,'u , 
,h." " fmi t" ·h;,,,hi.' tin-~ ""r"'" "", (" < ¡] r><) 

Fit- . \" .. _~ """ '" """''-'-'"'''' , .• ,.,,,,, ~, "" , .~,... , '" ,~",.. 
~~_ ''''<"" ,'" " 1 ,. "'''''''''' s "" ·1 (oc """ , ,. , . ..-,1 Ro. , .. ~y 

e""", '" " • 4. ,' . ".o< 

lo ",,,,:« ti" mo,,,,l;,-.r¡Jed ""rr Oo "" fiui<1;'l'. in th" wott 
... , "",J 'm~ Ji~kro:lt fl-->.r<.,,·ru probc,- 1)1'yl'. UI'Il. ud 

I'M .' _IJI'I I wjtl1 ,' " 'rO<\·loe.f< th.y. t, ,,, "" Io-.o:ltod ¡"jd, 
'i>: "'~" l~w",<"L din,,,,,, "",1, r i~,,~ , ¡""" LI" ' ''~"' 

HC'U,,"~ d '''''1r.m.:lC tluiJry will-. thc ¡'<U.-T tb", proOC~ 

"d.jf"", ' ''U ,'''fil~l''''. ¡¡Oln IU t0 (.() 'C. f0' OOt,;nJ"l" 
th,,,",,, ''''1'"' ,h""",,,,m.:h, 01 [ " m,tochc".N.1 "",m_ 
"' In", t'WTI "m ',,~ ,mol ,"~~,,, . "'''- ri ~' r '" ¡, <ll""" ,J.. 
r.itto o' (XC,,"'~ 10 mor.mkT flc,~""-·m.'C of UI'..-l'. ".0>.1 J' .... 
lO Te, t:':l 1M th" "" ., i, ,1 ,roe[1 V " I'-loo '" Ir,'," ' roe", tt."d_ 

i'y. " " i, i, "" y '1' ''''' ,1,." "' ,I".~ , ,_11 ,,,.~ • . ,.,, ,.,,,,. ,' . , 
octe,,,," IIll:och<molri.1l ,,,,-melIT.' fl ckll1;- 01',,,,,,,-,;..; ra·.> ~'", 

hi.oh-.,y th, " the trh-.: I)(O)(\ri :ol "><ml>"",·, ft"jd ,t{ of eo<" -oI 

,~h. n" "l.~", ,, ,.j," ~"-l~',, i u, 1'1." Jcl'~1c,1 i" I' il>- '1, 

.:..,.~. ' t.1t DPyP J<1C""'J" bJpha,ic bd1",'ü ~fboth rrj,o­
d» oori~ lo." ", iti, di,r""" tr",,¡,.,n "_H,""'."'" 

T""b ' r,,,)' "'O!,, ,~' '''''' ; , ~ , 

< .... L'~ ¡ ..: '" ...... ~. 
(",~,' .,,-" ""~ ,.,,,-..... _­
tr.:c "'-CUC" n J .. x,~,.., 

",'" "' 

(, . ,.", , .. ' ..... 
M"wn· 
,p.' 
DH.' 
_ ,"",,,,,"-J 

.. ""' 
'.I~ ",,, . ,~ . ,,.~ .• ~ 

"".' , .. , 
'r' ~ " .0< 

'9' , l. ' 
U~"., 

" .• , , ~ 

17. ' -".' 
1'-1 ~ 1.' 

", .... , 
CO.~ ~ c., 
,,1."' , 
,'-' -'-' 
" .'~'J . l 

,0-0,, " " 

1)" "-",, 
, ~ , , l."" 

O ." ~ O,,' 

" .. " '" 
". ,, ~ ,) . 1 ' 

," .• ~ ,.,. 

"' ~ " , 
", '~ , ., 
" U ," 

'O> , ~" '" 

nü 
" ., ~01 

"-O , ., 
O., _ l.. 

,,_U - l.' 

.' , ~" " 
"_o-o., 

'" O. , ~ O ., 

"." 'J.' 
, "'i "'" 

' ; . ' ' 0.<" 
, ~ ~O~" 

~'-' O.' 

'1.0 _0.'" 
"A_O ' 
"".0 _" 1 

'" ".' _0." 
"_1 _ 0.1 



105 

 

 

 

. ... ' \ .... ;~ ~ · .~ " " r 
, .... "","" ,~ I ,,,,,,b,,,.' lkLoi., 
o,''' ",,' ... ,t~,~ , "" '. 0; 

" " ,.-.. " ",,, I" *'" r.<'} P ,.;.. v,,, (" L\L\ ·!)I' Jj ':" ",-" . 
"';<<><.,~ ; ,., «"""".l •. , .,.~, fe< 

"" , " " ,. ". " ,,", n'y'~ 
n"l" ,h., n"" " ', . >1. nI.<· n"" ,.;. " ••. f-' _ 0-"' 

I 

" , 
" 
" 
" 

" , 

'" o 

. • I • 
d 

, 

" • 

, 
i¡ ! , ... • • l'" 

'" -,. , " • 
,. • 

• 
1 

,. , i 

• ,. • • .. " ._-
'" , 

ri;:UIC ; , ,llü~~ the !lw x" ,'n('o 1"'!hrizu, lC' uf DPIl in 
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"~,eh 000 01 {]" 11'0""""''' probos u",d ·:lll'\ l' l)l't!. " lod 
T\H _DI'I I). W iLl, DP) P i' ",.. I' ''~¡'¡':' ' ,kicd ~'" pn 
~, ,,, d ¡~ 1 .l. l A' °r ;n ","m, rr ;t" ·· .. ,, Iria, ,,,1 " I ,,~,~ 

I' n in dic.kk nI> lJ ~ 6 ~ 1 <1 oC). Witl\ l)I'H i, "'''' , ]s.:, 

I'("~ ' ~ , ,) d_~ '" [ 1' .. 1'1' l. o-J:" ot, ro ,1 lit ' ''' ' 0<0 ' e",", "O , h,o 

t"" L'""' ~". r i ... ny, ",it', TM A_DPIl i! "'''' o,, I~",;hk" 

""'.~, ""j' l' 1 L 1n .. 1I '''''''', lb< ""ri""'KJD ".CT:.<"'~ t>.;kJ w ,bc 
1' 1' l' ""re lo"" io miro< h,,..1 na 01 d j""' de '. 0<. d",,,,,< 
,.m , LI,o pn , ~"'~ ""'" '" ,:; I"" " w , ," LI", pn .... '" ,,,1 
e"',~1o-d . 

I ~.oo:c .' i, , p ,<,¡. ~ m ""l. fro",,, ,~ ~.:ak~ ¡yot>km: " " o.~i_ 

"",,,,1 t,,,, ",,,m ... ly .j l ' m;Ui<," 1""1'" h .... " di .,",,,, .... 1 in 

t:" y'''' 2iJ.10 ,b.:;¡ Durr.b<r ~ ill ri", tu No! rrullion lX'l,k \lVt 
n; ... ",~ ~ ,,,., l O 1 \ :,. T Tn d,~"nl ; ,~ " , rr,,, ':' ,., I",,,i)'k 

.oou tI>, J LSC"" i , r.ce", ... ")', e,,,,, ., U)' " t l>.; ¡r';,i.:J "" "" 

01 jI< "'.<k'P' ,,~nt . In ,hi, a:,."," " .• 1.,. we ~·.-..tod " it lo . 
L)T'" 1 ,:..,)"." , ... ,,]Ii,,,, " " , ki i" \\' i"", co" r, ~ ,' ,,- I)' i , ' ~ tl" 

,n<-.· .. of ei;bc " ~ "' >e, cartj' ""*' '" prop-, ,,,",,, 00 tolit.,.. 
o:.o.>:'.ri,,1 m"uiltm, fiLi:l ity ",lod jt¡ """"''fJ'"'''' OLO ' ' 'pi" 
[lOO . Tfoo &'"" opn',,,, [ ot' 'YI" ' di"""",; ""I., k ily S'I / , 

"jo"''" ', ,,,..," ,,,, "" h", 1-.,,,, e"""~ ",I~ , " >c ""'~'''' ' 
(l>',m,o : eno U , 1. 2U I J: l'on :,,'. U d . I ~ '.'J : V',ng " d 
1""4) . ' [~h ,'", pro"lC<1 ~ ,,,-1 "TI ",..,",170:"" ... ""< 
• . " " , ~, " " ," . , i ,~ . 1" ' 1, ,,,,. ,,, ,,,,ly h l"k" ~ i ,· , , '" , ( 'I IR \, 

~ ha. oc"o ",e" -" ffij! ,'f ' 1 L-'1M ,'f bvJ;- "" wht -:r¿,,~ 
He,.,";" I."" c~ , 1. "'¡(¡), ,n 'I".g~e IJ,wlev 90' «~·t~ " 'a:il 
<l ol. l O 4 , enl i" ~ , i , '~" 'ud, '" " ,."J l ." ' ''l<-''' ~ " '- 1,,,1)' 
wüilt ;n Wi" ,,, re" gO'TI""'tio ~ llY I'<7gly,'o:n i" HOUOJ 
100 " >ti/J I " tOC tLa" of .,.""ice. ~'h"h i , " C>.\sW:<d ", 
""Id ,1tab<." rI ).> ' , ,,,,,,,,o,~,1. l OI1 ). ,'" tOC« 1"," 0<01 ' 
r .. tl"", tI-., " " i c<y " j' ~ ,,~ ' tl .. , ... ,.., hi "~, ,, ')l~' ' <I ;>l.,.-", 

D.' II;~" rr.odd 'ir." tl", J Lfk r,".r ,'-'I>.'C".H.itto,,, of S'li fo, 
.,.",~ in~, h~l'''lc,ll' '" TIi ~ A, w, ,"" .... , ,,1 "ri" . 1, ,hn" <1 "," 

",b- i" I" ,,, ." , wil' , STl, ,, .. h, ,,1 r l .. ,,,,, ," " ." " . ,.,." " '" 

" " .. ", "''' . "",, 1. l l ll nll 'dl hU[ i, e~",, 'v &«<fJ&d 10 
"" " ',, " ,," ' "~ ,."'. ,., 1 cm ",c,'- ,I , "¡"" i , ' ~' ti" ~"" ,wy ' '' 'I' '~ 
o;lit)' of 11-.' ,.1< fo< , ·, .. .trollllll' vi, ,,,,,,j .. , j t.; ~I )'e",rr. i.< 

r _~"",,,j 1",,,, i. , ., ,, ~"'C" '" '.10 ,1", 1.," "',,,,0 ,,1' r"'lC ' .oa:>.o 
bc'"" " ... 11 b y ST7, '" i"j "," " ( , J..y >-,,' b ",.1 "h ..... '<j """ t 
r,, ~i,1 "" ",,,,,ion 01 the,e , dll "' d~"n",.,j , b oú .c-,o 
l W,,>ti ct d 19'1t). n o " .-e 01' ,¡Jo",':' , t J'¡' ! ', "fu", ,k 

r., ·mge in n~"d O) hyl""l"Y"""" "" ['", OH an>OOI ~ p,o_ 
""".-~ TI,,· GTr , t,n" r. ;n tt.- r;~ ' ,"'",Iv ,t"", ., tI\." "' 
! m.""h-okl , ,1Ie J n.bcn, mI< .nll he, e tI>.; (' .. p,,¡,üity f,~ ('00-
['0I Ii n8 ~ I \',,,,,m , • . l>ut le" <Hicf< ntl , ' h<n " ", eon:rol ,o!< 

~· I , ~· I , i, " ,I"" ", t ,,;tl, L" " i" iL;" 1 r l ,,,,,' ,,1' J",,,h1"' ~'" ,,1 
t)'pC 2 diu-c:c¡ , It ; ' kr."~T. ,h.it Jitb"", off,,,, <lmo" , 11 
IJ" iJ , '.lod lipop<o<dm : " ,.kwil" '" , ig,Jfi.oall tly in 
, ,,,.,,,,1 i" L)'I'" , di. k ti, I "-' ~ " " b. .. '. , h .. , tloe lo",· ,I .• ",it)' 

lipoproto"., 0.1"""',,101 ,C"" , ct , 1. !~ , . III 1 mou,1 o OJ 
"L[, ;,.1", .;1 , ,, ,:;"ld. .. , tl~, <1" ,"-,,, .. 1 " .,,,, ., ,. , . ,., w", 
"" ,li t l'l-,-."t t, ,,o. te"" " f tJ-.· , ,.-",·,,1 '.~' , " lth,,~ ' , i, .¡" ,,, , 
:. ",hl-..~'oC} '" ""'1""."'. T.ifl:,wriJo~ loo"" ·,,,. w" .. e ,it¡JJfL 
e'·':ly h'ftl< ' ,n d"'e~" " 1' . .,.tI<.'" 'N111< , 1,o '~p lYN'! [ti< 
"" ' '" , h..-",,· ~u" ",,,,h,~ ",i,h """.'el "h)l~' J. ,';,J,,,,,,,, 
11-.' ir,;,;. 1 rh= d ("'do.v.n""t ' ''" ,hot lipotUXl"'Iy " ,,'" 
1"",1 ,<>I> li, lo<o yet 

IL ;, ,, " .... ,,'Ll .y L'"" II'P""'ÜU' " "'''' ," O ,I ilr" ,,, t h,:­

"'''' '' ,bc t·*" ",o '~ b)' 11-.' rirr.' 01 ""ril;"·, . ,'.,,~ in;; tilo , 
d.c"ú ,k IUgb<l l lood ~hlC"'" ooc.,,,rtmu,,,, ill 11-.' d~",i< 
' L l>. 1"" ,..Jn l "''' ''. '"'' 1 ... ,,,' ,~"", I~,I L h 'l\ ' ''~ "'.·d. IL " 
,"".~-, th>" " Yl''''c,ly ''''ú, i" ~"" , ,~ fr." "" lid ""TI"t,," 
, !Wxrt,Q" ond H.,-,r.ou 2000:, : Rol.> ",lod !', uwn 2(((, 1. bltt 

r><""'I" ,'", <'ro'~'" ro, 8 ' '''' '"'''' ,,'" "'-" " ~~ eoou8 ' ' ''' t i>r 
,.-.- , ,,~ ' , t i"", ~ , "" , ~,.-.-~.,." n it, ,,1 ... ", ,,,1.· .• 1 ¡¡"",ti , .. . It 

l! ,Iso I;:' el)' ,b , d''>'; 'o 11-.' )" Ü , of ,b.; "'h ,,>.1 1I-.c-ir llWJ-. 
""e:aM I" " " . IM " ,,,ilitioo did "'-" ino«"" flYk ,. 

U h", " '011 re¡>V<ted ,I>,t d",bc"., h", er .. :,," ;'; cff'~1! or. 
rr';,,,,,:,,,,ili.>l 'UD""" ,De,. IT.e S",omir.,thru 201(>. Ru, 
" d. lO 11 R"" m i P"I ,,'; ,~ l OO';', '""-~" > u ' '' 'S ,,,· ,,~I 

off", C>. " .e J<o~o'''''' in r.1itJ dt",."'" 1 " "'Plllirion, ID t:,i, ""J;­
WdOl"lod ,,-"'\ "" 1) ''''ge 01 di.,Lf)N""'fi 'OC"'''''' ill ,he Re i,. 
I,v or m iw"~,,n ,1 ,i . ,, 1' d i<bct " ,," Nmr.rod [ O 

",,,,,,, , ~,Iy""- " , "", 'mk 11. i, n~"lt ~",m " " n"'",,, ,,, t'w 

"'I",-, .. t"" of, J"'"",,,, r.' ,nito<'her.('n.1 1 ILI""non , ., de 
,.:ri ' el. o, ,,,,,,,,,,,, ,m ' hal ,,,,08 ni7e , h,o ¡"" t:ld,,,,1 tmm_ 
,, '" ,', ,,'.' "r ,'M, " ,, '" ;"1" """ r. ·. ,,, , ,,.'Ii, .. i " ~ ,' •. 
rr.i .-"":",,ili.>l fuoo,ioD 'U, y ",>.1 S· .• .m-,;"',"'o/T 20JO ; Rolo 
o Ll d 1'. llllo iro lOt ~" Sa lto ' " a l. 211111 ). Ioowe,'o,. 'u 
1 " " ,-, !- _"I<1 ,10..1",,,, ,,,,,- ,1" lil.1,,,,,, i.:,,,,. , i" 1;,'" ,,, i,,_ 

, '."'.Jrio ",err.' ,,.,. tu Ix , i;¡¡jfi""":1. ni> k .iJ, 'u ,",. ",1>." 

qu ",,;':m JI 1'P"P'lox ido tiot, ," li",,. mjtoc"" r.I .• ;'1 ,"~m 
oo., '" ot' ,1 ,.1><'''' m:¡ i, 00< ""","-""'., why i, 11", R t • ~ i 8 ""' 
tb " in ", . ",>:1 '.rt, ' n., , .... ~.,~ ",,,,,,,,1-.. din"tly ",1",, 1 to> 

1I-.e· inc~,,,,,:J me".no,,", fb>.lity ID I ;Yc~ ,n;.-",·hvnlri .. of di .. -
b<[ ~ ",,,- I)u..) lO ,~" "" "'"",,,, 01' mo« Or"''' k" tb< r<<ri ,. _ 

" '" 1""""'. "" " ,,1)' '" I ,1" I ~" , 1 i" " ,- '" i " . ·h ,-, h " I " . " ,, _ 
he""", u' in8 ,'"", d,n'''''H 1 1~",~<c''': ,,,,," tL,,,, O[ ,1,n,,,,n 
"T" ~ i, ~ 'I. , ,1" """,l. ,,·,,. n " r¡pl! i, ¡ . ·~",I "",,,,1)' , ti ,1,' 
",,,, of tOC o;\]Y""" IM A-V I'H do", te' 11-.' "..,\]"o~;';'n of tl>.: 
",Ia""r. arJ DI', I' in "" " tem>:<'.;"o ''l'''' '' 1'L:v.~", ti>.; "", 

I¡."" ... " . " ; , ,,. M.l. i,, > """ .... '"m .. ' '' ' uL o , i,,~k ~"' ~" ,._ 
"'re, fur ",,,mplc ., rw:n to:_ ",tore (20 oC) , DPII mo 
lJ l)!' clodJCC.te ,k t Jj . _", ",,,,,,,'.01'.<1:,,1 ,",,"bmoo fluklity ¡, 
h'g' " in I.i>.',~" ,o:, ' han 'o " ,-o:ro l ,m . ,\1 211 'X . 1 \ 1.\ _ 
rt P11 ,lo." , " ,k-;,, ·t ,,,,ti,,,,,1 ,j!l'"""" H ,",,,,,,", "''''','1'' 
· .• bk· ~, ''''.ir.' ,h.i" , tOC ",';::¡;hise. l>v<J-. rr.cmtor.to~ lI."C tI>.: 
H",,' 3f01 l~" o'l¿e .~ '''''8''' ",-", pi"", 'o ' ho ""e ,rol ime,_ 
" ·.,,.I i, .. , " >' "'' ,, 1' LI" " " ",b ·,-",. II"w,, ' '-'', " ~,",""" ",, t , . , 
< lu!,b t,.TIPC':U'r' (" '(J á,.", tho, only lJI'yl' ".J 1.\lA­
lJ l'H In'c~ d"lorr,,,,,., . bo.lt lOO! 1l1'1l. whkl-. ".".~ tb, t1< 
"~,,,f t '~, b il.)'" i, ~ '" ih i" " ,-,, " ,1 " ,,1 di. l " ", ,~L, . h'" 

,,,dI 0"" 01 dlo< l1,o",><o>\t "''''''' md iDl,,!' l)!'ti 'JoJ 
T\1~_nf>l lo . WiLl, np) p i,~", I" "~¡'"' ' ,L.,~, ~ '" PTT 
~,,,,d ¡~ 1 ~ 1.4' °r;n "," m" ,,- ;" ·· .. ·.1"" ,,,1 "I , ,,, ,~ 

I'n ,1\ dU.kk n1> lJ ¡ ¡. - I j~ "c,. Witl. l)I'H " w", ,!so> 
I'("~ ' ~ t" d,~ ,;,:, " '" 1'1' L tr,te ""~ ro ,1 II¡ ,,,,,",O , .. ",,¡"O th.,: 
t~" C'",..~"- r i ... lly, "" ', TMA_fJPIT;t "'''' o,, I~"~hk,, 

''''''' "")' l' I L !n J.!I ,,,"e,. IIl" ""ri";u,,n ,""",,,,~ bd{J~' ,he 
1'1' r "','" lo""" io miroch ,,..1n.1 01 di:k"e ,,, •. ~' h<""" 
.. m, "" PTT. ~~ ,~ ",,,, '" ';; 1"'" """",, '" ,1., PTT ... ", ",' 
I'''-,~1o-d. 

I~.oc:< .' i, , prH' ~ nT .".,. ~ro"''''l t",~" jYoN<m: " ",,<ti_ 
".,'"i ,1", ,·"m·"I)' .j l' m;b ", r">f'l" h",-" di,""". " ,.1 ;n 
C:l< y'''' 2l>1l"hu n"IT.b..·r ~ til meto No! mtllMl I"'lpk ,wt 
n;"",,~ ~ , l.<. ' ' O 1; ). T In , h"nl;,~ • • ",,,,.', ,., r'". iN" 

.oou tb;; J,,,,,,, ¡, r.ce",:=,'. c.l',,·¡'Uy "l'" Lr.,id ",,'''' 
of jI< d.:wkt¡",,<nt. 1, thi , """"" " ... 1y, ~., ~ . .-..to.J " itlo. 
L,1"" ':"'h..,,~ n.%'", , ,,,,<Id i" W",,,, co', r, ~ ;'''¡)' i ,'~ 0)", 

'1',' .... of Ii.!bc,,"- ,,' >e, "mi ,1:,>" '" prop-.. ,>ivn, on Dit", 
, :ooocrial m<out.m, fiLi:l ity .. '1<1 ID '''''''''¡-Ja" ,,, OLO "'P ~' 
[100 TI", ","'1"1"" ''''' or '1'1"> ' di ""',,; ",,,., k by S'I/, 
;'-"'''''';' "~ •. ¡".,, "" ¡,'" I~,,,, e"""~" ,1;- ,'"""""·,,,,1 
\U"m,o .. eno d ,1. ~ Ú I J: 1'0rt.,"',", d . I~','J : "',n~" d 

1""", . I'h<>ufh <'o, pru'''''' ~ ",,1 S'I'Z ',''1« ''70_ ... ri<, 
""" ' ~', '" ."" i,~ 1 .. 'l " ·,,,",, ,,,ly hl.,k" ~ i ,,, ,a • ; '! IR '­
" h .. bt~'n useO '1, rn¡¡ ,,[ '!L.J;¡¡ c-f bvJ, ",¡¡'ht {I'¿ocz­
He "",,!." el , 1. ) ' W). L' 'I,,,se, IJ,wl,v 9 .. , r~·t~ ' I'a:il 

,~ .1. lO 4 , mi i" ~ , i , '~.~,-"I, '" u,."J l ." "'lt.-'-'~ ,H,ol) 
~'Ü~:ll ;n \\'i",,, rd. ~''1l"''tln~ 1l,·>>'7~])',c .. n ¡" Hu unJ 
100 ,,>ti/JI '" toc tL,., of .,.""h. ~'Iu,h i , ou\slok,<d" > 
,,,Id ,1taoW ' rl J.i.-,,,,,,,,,o ",.1. ,01)) . . " 1 <h<<< 1"""",-" 
r.,n,,,, tc" ,.á.}' o>!' "'y' tl .. ;,.. . .-¡,;"~'" t)1~ ' ' <1;""' .... " 

o .. ll"m rr.odd ,,,." ,h< JLh",,".Y ,"I>.'CH"""''' of ,clL fo, 
.,.".-h ;n~, ~Yl'''lc,I), ~TI i ~ A, w, ,-,f,~~,'..- ,I ;, r;~ . 1, ,"n" ,b", 

",b- i" I" ,,, ." , wil', ST7, ,1., hlt o. 1 ~""'~,,' " •. " " "., '" 'o , 
"",.", w"-' "''''''0 ],Ii "'~ rll h\IL i, el<.- Iv d<.,w-.;':d to 
""'.'" " ," , ,,~ ,.n .... ,1 .' 00 "" ,',1 , "¡"" i ,'~', 01" ~"",'.~~ '''~,,~ 
",Jit}' of tl-.' rat, 'or <" .. .trullllll' ~I) ,,,,,,r.i;, 11>.' ~Iyo,"-'rr. i; 

rOl""'''" I"'r< i< , ,' '' ~st,"'' wr.h t i", "<>1"',,"'" ,,1' raoc '«l:k 
k" , 011 lo)' ST7, ca i"j","o , l ' J..)'>-,, ' ], " ,.,] ,.,h,,'j '""" 
p""i,1 ",w""ion 01 the,e ,eli> " de"ril><-J ,bcú.c:·e 
\ \\" " tl €t d IWt:, 'J 1., ,>ce 01' ,¡Jov.':' , t i,.. ~ 't "11<,,, ,1>" 
'.""ó¡te in11<[W h, h;'I"~ lyc""i:. "" t I.' ", ral .noOOl ~ po"_ 
" ,",",~ Tk (m- ,t.,., TI ;n ,ho r;, 1 d·",lv .t.",., ¡ ¡"<t ,,' 

1 roo:l:h-oi<l , ,be J"tbcn, rat, .nll he,c ,1>.; (';p.o,lily f,~ ('00-

" .-.lin8 ~ Iv,><n" ... l>ut le" <H\co<ntl, th"" ti", e",·roI ""~ 
wl'~'I, i, ",1" ,,,, , ",;0), e·o: i"i, ;"1 "1,.,,, ,,1' J' ''' '1' ''"'' L ' " 
'fPC 2 Jizb",c¡ , [t;, ..... "~T. ,b>1 Jit.¡"tc> .¡:"" droo;t , 11 
IJI,jJ,,,,j lipop<otdm: ",ol' COIi,,, '" ,,~nif.,.,ntly in 
, ,,,.,,,,1 i" L,'I'" , diold, I "-'~ "" 1,,'. ,1", Ih It",· ,I._,,,i')' 

lipoproto"., ,;1><>1"',,101 '(.,.10 <t ,1. !fJ)(,.,. In 1 mo,rtb oOJ 

,.", ;,.,],,<>1 , ,, ,:"'I ~'"" LI~' <1""" ," 01 " ... ",."",.,., w", 
",o ,htl·.· "'" t,nm tleot ,,( ,t.. , "" ',,1 "~" " I,h",~' , ;, .¡, ,"', 
, "OJililoC) '" i.oeJ",."'. T,igl:.,<riJe ~ loow" ",. 'N,y< , ,,,,Jfi 
e:o-o:ly h'¡h<r lO .1"'e~" "'1<. ·1h<.'0 ",,,, 11< ,1>0 "'P p<H'1 '"' '" o. '" ' h.- "'l." ~"''' w , .. ; . ,~ ·~· ;,h , "",,"1 "f t; 1~' J. ,' "",,,,,, " 
Ll-.c· ir."iJ.! r b,,, d "",,,1<>;>.1>.," ,J>J lt.:. t I~cw,"y '" ",JI 
well ,"" li ;OO'. ,'" 

IL ;, ,",""o'LI,)' L' .... 1"I"-""dJ',, w ", ",,¡ ,Ii lr""" h.:­
'~~c'rl ,1>" tM ,'fU'~ b) Ll-.' tirr.' o; """ni ... ·,. J-.,~,in;: tt.:.l 
oc'lú tI>" i,i,J><r l looC ~I,~"", ooc.,,,"m",,,, Jtl tr. ' d~"'j.­
"l>. ' "-,, , .. 1 ... 1 .. ,,, ... ,. ',, 1 ... ,,,, ,e", "·_, I . " 'l\ ' ''~ ",,-1. IL " 
,"0>'.-' ,h>" hYl'"" ly""";,, '",-'''".,~ fr." ""hd """""0 
,1<.00'-.1""-\ .. oJ H.,u.ot, ~OO(, : Rol.:> "OJ l',ur.'ll' 200(, 1. bU! 

["'rt "l" ,:'" <'ro'Ue) ,,' .0 1,,,,,,,,, ,,'" 0>." , , ~IL ,,,",u8' "" foe 
", ,,,,', ""'..-~ , "'., ~,,- .,.,." nit' ,,1 Ir." ,,,1.·.1 ti<=<ti,,, It 

l> ,Iw Ii., dy ,b e d''>'; 'o ,r .• )""U of ,])., "" ,,>.1 Ll-.c-ir 1,i¡1J-. 
" ,''''-Mlk "". IM",,,ilitioo did ,." ioo" "" frr.tJ<,. 

11 h", "'011 rc¡>u<tcd ,J." dlllbc"., h", en,,,,,t,, ,ff,~" oro 
rrj'''':'''.iliJ.! tilO"kr.1 ,R'Y u.o Sw,mir.,LIu·n ~O}I(>. Ru" 
"u. 20 11 R, .. , ..... i P"I ,,"; ,~ 2():!<i', '''''~ ' ':; "' .. ,~ ''''c,~1 

eH",.,. t'.c <k,~o·"'" irlO ¡" ctt<K.chil "'>lllrutLon, ID t:,i; ""J­
wd",,,oJ ".'1l"'''') ,"'¡te 01 dj,t.o""-fi "le,,,"" in tk KC ir. 
1,"0 ' mi l ~,h" n ,l,i . 0 1' d i, bct" w < Nmr,rod tO 
",,",,,,~, l y,,.'IT" ·' ,·,.-t",1<. n", "~,,It ""m. ' "n~",v to> t' ,.. 

"'p''C'.L'''''' of, J"'"."",, <l ,nitodt<"-'T",I fu""tion , .• dc' 
,cri'''. h, ,,,,,,,,,h.,:,, lO'l ,,,,oo ni,, ,h.,: j"" rnd"'-IJ t""n, · 
, ., " ,', 1<' ", " r ,' .• , "",.. ;." , ,,,",,, [ •.• ,,, , ,, ,,Ii,u i ',~ ,' •. 
rrúoc:"""hJ.! ';lOó"" 'U,y ,,00 S'.' ="",Hh,," !l) W; 1(0", 

o"d I ' ó l ll,c i ,~ l(,~;, S,uo , " .1. !1111l't, Ioow,w" '" 
I "",-,!- _ ... 1<1 ""h,,·-"; nd,. ,1" lil.~ ",,,, i ':",,o , i" 1;,'" ,,,'",_ 
.r.C<'.Jn. ""'Ir" mt 'u Ix , i;.":;!lc,," ni> ], . .¡J, 10 J ."]).·r 

quostion: J' hpolp<Jox"" 'I",, ,n livor mitocoor.<'ri>1 m".n 
oo.,,, ot' ,1"het" ro" i, ,>o< Ir",""',""" ... "1)" i, 11", Rl ' h i81h.y 
,f ~,;" "'0"',,-1 eH,' Th, " ." ~.,~.,.",,, t .. h .. ,hn..-tly ",1",,1 ,,, 

tr.c· inc""""'J mC·.ll'n.nc fbxlity m I ,Y,~ :m,,,.-hvnIn, of di,· 
"" ~ ",,,- 1m." '" tro rel,",':lfIC< ot' t",YrOran< t<.-. tOc ",«'ir> . 
,, ~, I~ ' '''''' . "''' ,,,,,)',,,,1 lo' 1~"l i" " ,- ,· ,i l, o·¡-'nh ,,1 " , . " . 

",oro< " , ino .:-"", ""1,,,,,, 1 1~"me,oY '000"'''' '" ,1"1''''1 
"1"~ i, ~.I., 1.· n",,,l.,,·.,. n .· rJPT T i, ¡ .·~",I ",,,,,1)' , ti ,1" 
ce .. , of lhc oi11;-cr, ! M.'\·Vl'H <'Iu>c to *., pot" "Pon of ti>: 
" ,lay",·. arJ DI"'I' in 0fT "teml«'.iatc "" , ,,, ¡,.,""~'" ti>.; "", 

'¡o, ,,.'" lO' '';' ''. M"I.j,, :; """""''''''' '' '"' ' ,,, ,~ I .' ~'"~,,,". 
""lO, fu< o'u1lD)Jk .1 rw .. n '""""nite,,, (10 oC" DPII ' .00 
1ll,,1' coJ"".t< tkt tiv,"" ",,,ocI-.O<'.<1,,1 m,mlm!» fluxlity;, 
"B' " ir, r.i>'e~" ro:, lOan 'M 0," 0:011 ,m. ,\1 2i' OC 1\1,\ · 
rJ P11 ''''. ,." ,,,,,·t ,,,,ti"',,1 i;n.·.- ,~, ·, ,, "".~.,,", ,"" ,'1" 
'._hi<.; :"'>r.' lIB' '" Lh" 1nO"Fh.lsc. to.A-. rr.''In",,",o~ .. '" ti>: 
,",r.< 300 lto ¡"'l;< .~ ,Oa'."" "'-,e pi", '" lOo ' '''' ,00 'nT" _ 
"·"I i.,, ":;'" '' "f ,I', "~",l~.',,. II "w<~ '", " "'""'''' . '' '' ~ . , 
< lUl'h t"-.,..,c:H'J:"' ' " -l ) " ""'" """ un! Y l) ~ ') -l' ",.J I .\lA· 
IJl'H <,,,,,-~ d,¡T"""" ",, btlt not 1l1'H. whkt o.".~ tl-.. , tlt< 
,,~, ,,' [" 0' ¡, ilo)'" i, ~'" ih i" ",..' ,~ I ",.¡ '] i"k ü" ""', h", 
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r.C:< "'" f'l b ,,:oj úc ,n:ClmcJ., tc rc~i"m oftl\c N1,,,cr. ocm 

,, ' > L ,,_"' ~ tl" " ;,]'",,,,.j.1 " II",L, ' ,[("' ''I",~ l u , ' ' " " ¡","",;, " I 
""""I><" ,,~ . n-"tt.'rTI , ...... "., " . , Iv, i, "n ,·". ,ú ,,,.," .. 'n_ 
,1 rr.""b,,,",,, o;i,.. "'o ,1:", ""'.,it"" "-,',,,15 ",.,mI , h., m, 
["i"".' ",' T" .'O "",tOO" ",,"' aOO 1'", , n ",[ ,,1' r.<1"':« 00 
' " m. 'l'"i, lI~ '0" f_~ ,h>" mi" ,,"'," ,hi ~ rr-."'¡"'"" " , . lity 
i. [ligb", in dü t-" " ,"'~ ", re~c'-"oJ by ,i>.; J,;,.._'T ",'n .. :""", 

"""l ~·' ,~ ", Iaro.t '\PI"" ml,.. ,he """" ,jf",,,,d "g''''' """ 
L '~' ; "",,,~, , ... " be""u,,", DP)' P üc'"", ,,1 , l ;' ''", ~,~ ¡"l" ","" 

ó"bc1i<~ '-".0 ('c. rzC'l, "t ,lmo" , H OClIlpcU ur" , or m,) be 
IWyl' i, ">.)10 , ,,,\5;, i,,, fu., ,:'" o<I-.' I 11"0 mo.''''''. It " 

"",.~ " Ll"l I W)' ~ " ,,, .. ,,, ... ,, u, tI~, I ' p"¡' f " ' ~' " ".b ,"'" 
(~ hr,,\, ",1. 19,1.) m i r m ',in m, ~, "",,,1,,0' i" rn i ,, ~ 

óO'''.ri,1 ""ml. ·,E.<' ,:"', <,,-,Id "" '''~1l1"".~ m",r.b • ., ,-.., 
.U-... 1" til.:" "," " "" "'.,.., """", ", ,, ,,,,, id< r ' ha[ """'" 
¡"."",. ['<"1''''.'' ,n' ""jnlv ,,"' . ... """,,1 "f ,~á .. p''''''¡ '' 
IK""y C1 ,l ~<) I ~). tJo.c m,~ , '=n,,'l'.t of VI')'!' JIT ,on~"cnl 

~' i lh toc f= >cid< '''',(''<'<i,ion ,1.."-<", d " re . 100 " ' " w" 
~inly ,fI,~"",, 1" .\' ' eml'-'fa"'''~ ", " 'P""eJ by U!'H • .mJ 
,: . ., r<>I3f' "lioo al high ""r,l""'-tu'" =,,,,11"" ,,' 1 \H_IJI'I 1 
rr ;¡; . 7). n, ,~, ,",ulL, , 1,,,,, ll ... g'''¡~' ' l " f ",, ;,j.~ , ~, 11u ' 1_ 

r;", oi" I." oJ in m. ,d .o r.Jri. ""J ,he d,-~" ,,1' dicb,"" on 
':",m 

,\,,""'" i',:;:,rN i"g ct"""-~,, I'X ~ ~,. " ,.',-,- h, ,",,,; ~'C' ' h·.' 
PTT "ht';·_,1 in , I ' ,,~, rr,""m.,,~ . ~" I · o io",",,,,li. .. ,, '~;'", 

"f!OC blL1)'l": VI')'!' J..1oettoJ tic'.' ,:" , !' !'I doc-,,,,, ,,," fmm 
ü ] L4] ,o."'~ L< "-ru.: "' dIaN,,,-, . I JI'Il d ,dMl d,~"" 

"-'y ,h" '" ;., P'TT . 1'. ","" (4 ' ,4 ~ !..tI," 4 ' 2 ~ 1 " 1 \ " ,, 1 
L\l~-V!'H ',_,," nc< . ble te' de" ". 1'1'] ",.D,, !OC intc~­
,+"',. ~' , ~ h ekarl )' , ~w,' tb l mh-.c'oo ·'¡ ri , 1 ,m r,h<al'" 
~."", . '1"-'[,,,1 " ;' Lm,.j"Uy ' ~ '1"' .d ;, 'l; " f LI" ' ~ 'ld , " ,- tl" h_ 
bycr, A , iT,ilu <'tU""", in tI-.< ~-cl to liq u iJ-,,)~",l '",n~'""", 

~m 1'1"""d in ,,1>':,00.,1 ''' ''''''>Or.l r~. of J labct~ mI; witl\ 
"' lid h; pcrgly""rr,,, n l !(Il<ro<~;.re" ,~ al. ,1)1.1). 

lo nn ' ,~ " in ,,,<Ji~, " · ' ''', , ";~ ;n "h ,.. ,,..,,-,hno·w " • • lity 
"f thc' ''"' m"""'.'''.('ri, 1 m.'mbru.e~ . "'e' ,IWly"' " ,he", f,,"Y 
,,,,,1, ,o "'r-o~ " "'. h '1',". , "" ,00,,'" It o: d ,.b<tc, !"" <r_ 
O'"" " " ',,,,1 d" ".~ ,,, ;" n" I;" 'y ", . ;,~ """ I' , ~," " "1' 11,, 1;, ,, 

mltoctN'd" , 1 ~"," Or""". " ' I"""lIy , """., ir ~ , he rror---Y.­
" " " f ""~"", .,, ,,1 I;" 'y "" , h . ,,1 " " n"' ;"t ti" "''' .M",I 
f¡:ty ... ·id, .. reflM w in " .e U¡,; r.HJ<J ,h,¡, ,h.In;!,oJ f",m 
1_,'" - 0.11 'o 1.<. ~ + 1'-')4. Th i, <xr~"" m., 'wc",", h ,k 
,'",,,¡,w,, I l u ;J '~ " '"",,,, 1 b~ LI ... Ihu,,,~" l f " ,I><'> DP)·P. 

DPIl.mJ Tl l "-DPIl, It i . ~ ... '".~."lIy "R1'<" d th.i1 J i"","c, 
1«1"'''' " .,mlx"", t1"li)' \l'ilo<. lUl O'. Ix" 1",,,, wo 1"'.0 

;1;;>"" It, ''''''''-ry <1¡" 1 wh>.oh " r>«b;, ly , 0Oc''''' ' "0:"""'" 
, _, 1" )'-';',,1 ,,,,1 ,k ,''''=. '.,1 r ,n,.",~ . ,,,,1 t"~,,h ~ .. ",",,, 
'o cxpocn ,he 1D' '!C",C in ,I>c 1(( in rr. i:c"lovncri, of dü t>", ,, 

,.1<. (kh" ,-,«. re'e, al", h.·,e ' ¡'uOO ' " i,,,,,,,,,,,, 01' n""," 

l~ ... " Ih J ;" heL , , ~"""",< "f tl ... Re ',f ;¡; .... ",,-G""' '" ." 01 
!U ! ~ : " '",,,,liI:,~ >eH I. 200-' j , cut " .e <miel J lfb,,,,-~ i , ,be 
fr oc r .. ü o d , ti:< .,,,," in tl",~ «.V.J,: I~ lk¡¡-i:t ,i>< t"'-~ ,:"', ootl\ 

,'"J"h " '" " r , I""'L L;" ,< " ' 1""" '" lo ' 1 ' )'f""~ I).·,,, , ; ,, 

• "=J,ko .. " , l ! O(7) '" «.ild h~lyO-'m~. ·:li~"10' 
""" r, ,,",- 20) 1.\\. Ll~' I;w n.l ~u f" ',.,,J ,,~ l ' ;gl,,, Lhu , ;" 
",o'mi<. 11, 0 ,. "". f" ,·.1 , n ,j tb ,,,,," io 1;l"'I"",,,,I,,, ,,, 

ixt-",,,n d¡'.kks " ,j oor.' ·ol, ,x.d ",'<COl"" of ,t.1t. " i, I ",d~ 
ltOCl'l< ir",,,,,,,,,, in ,",,,,,,1><,.,,, t l.J ~. '(v " , ',,=~ ng ~ I{( ' aoo 

_ ti ~ i , "''' .h",,' hy ,,," ".Ii< ' ~' 

.~OOIb ", ,,'IrillLoble f ... , '''"''Jt d'''' lo:ty ""i,-> " 'q>O>lOOIl 
01 T" mi'-"" f>rI¡-¡dricl ",,,,l>r:io,e i, fuI ,.. OC"'" [00 d ial><le< 
; " , ~".",J,. , ;, ~ " .... , ;" LI" U"S ,~'-" ""J ,,,,""(",,, ,Iy ;" Ll ... 

rr.'.n"'''''' tluiJ ity 100. in th< t,t1j' ""iJ , , ornl"-"iti<l" 01' 11<: 
ww" Ji-.-cr. ,.., L .. ' "M (1),,,,.,,,00 r.",n 1.04 + 0 .14 in ""'\ 
Ln~ ,~L , " IL" I + 11.2.1 '" , I ",I~, ~ 'Ll>. '1 ¡, ,, " " .", ,, lh" , LI", 
Iá,,' ",j,:, """I, ,,i';, ", ,,1 ,),o, Ii," ~ i" ,jol-.< • • , "''' ",.o.,.", ,_, 
"'p<" 'C<l W, ctJ ir:~ 10 l'lI,,\ (201 &0. bU! nu:oo.·w1..J.,Ü. cy: "'>1 
um,1 ,hl.' p' ..... <10<, ,.,.. 11 ,,,"/ ¡, K l""-"~ ho l t.-: 1" ,,, , 00 ~i , 

,ú",," .. Iri, '0, ".,rt;o>, 'n ' ¡¡,",. '~ io " ",,,.,,,. ~.,Y' ," , ,, 
k ve dJlb".r fu,~ ""i", , ,,.n¡; ,,, ino: .... • 1, b, ""n f'O'tu ll, c 
th" mil,lCho·odri a rh"'p ho lip i,j, ' " impon o,1 f", ,,, ,he 
t nJop l«m" Itcti" lum ·: t l( ;, ,h", u ~h eOll '''''' poi,,,, 
(f,~ne;el<! J ... 10,*,,"; 2m ; ~ki ", ,mJ H"",'. 2016\ >pc~if­
; c.ll~ "",W" ", ~ '" " , ; " ~ I , ,,"'¡ , ; ," ,, L~" ~' ;o '~ , 1 ,.",,,, ,. .... 
(F,~"Une '-".d J ... 10,*"ki :OC,,") , Su c:, dispo'¡tioo im, Ii<~ thlot 

' ."y e· '. ,"~, in p ~""phoJi,,,d coc'¡oosh on ir. ,,, itÚ<' oonJr¡', 
<00',-, t01 m lh< 1 H ;;,,1<". "",,,,,.'>.'''' 1)' ,'., t",'l' oc i,l; "''''[10-
_".,,, " .,. 1 kw",,~. 1. ,1, i, ,,,,,., n ,,"',,' t:., n,~"l ,ti"" "ft"" 
fr'.")' "', ", ' 0IIll'<-'''' lOIl r.l ,:'" Ol itoc'houIri>. de'pitc' , "",mi 
" " ","'U "8 a'O<! \"'v >,>.-.;t ,,':1«\" aMuT [lCo'f' oo l'r .1< ,,' mi_ 
"" '",,, ,\0 ;, (11,,11 el ,,1 J.OI I\ , Moj ;' w,,1 11, ,,:), IO lh 

1>¡''''JrJhun".1 20 16) , .~oo,..,~ l"-",il>.l1ty '" " .o:rr.i,,,d,on­
d"¡ .. I.~' 10 ," 1-..-..o00 ,.¡.1 " ig" . e' ,: ", N8,,, i 'I!- ,,1m., ,h«.a;r< 

"'~, ,, .d, h)' , '"I ; f~ ;"g;~ fo"-, ... ; , ~ , "''' 1' '';' ;''' j "" . L' ... " "Y 
""",eri. ,,,,,,,:>.1 to . el cx!,,-,,'Jrc W c"IJ 'e'ml"'""tJn.~ ISt,;\-,.i 
,x.d l'mlol sIJ !U1Ú-, "el ,t.1, m"", t :", ,,,",~"" of, m,"'¡u 

"" '" "" yo< """"oc" In .,.,il""-" '''.n,,- 1'",,"\1<1) . ""0 1'1:"'8 
''';¡'' I' \ m,otd ;~ ;">c¡' \", I '¡ . ' in , rr-...,I " f rnikl h)l' '''.;I)''·, ,,,,;. 
the 'l'-IX P:K'!Lu:ll"oon ~"l'.' fULlnd (t lg"'ru"-G,,c~' e' d 
''' II }. ,., . "h-..",:>< mi1O<I-.,OOO< IOC""'" l. ,;; raMo ,,,,,1 tI,_ 
'L<' lil'l('.' (](:="''' ,1>:: U,'S ",t» . It " Ii:-:d v ,h.11 ,1>:: dLl·."~e~ lr. 
.,., r -",f>rI¡-¡dnal t",y '" Id « m 'f'<" ,,"" ar< "'" N' Iy " ",-,jo<! '" 
; , . "",,~, n" ,., ,,J.,,, ,, 11,, ;,' ;1 J. 1 .. "1,,, 1,' ;" I~ ' ''' '' 11" ''' f ;­
ruJO(] : lt h.I!; "'en, ug!" >lW ,rut ,i>.; foc!;- ,,~ ' '-q>0>ltlOll of 
ca-dk, I'I' ; ' ,n~luI",,, 11" m";"" ",,d ' ~ I fu"""" b, «.00.1 10.1 
; , . ~ ~'< <1" 1,,, , "",y 1" ;'" ;" Ll ... 'q ' ;'-""'Y , '", ;" ! \~'g .... '" 
C1 ,l 2(> 16:, 

~\ " " moa:y. '" mi, ,!Ud:-- w< fo<lnJ in ,k " "',. ,lagos of 
h)'¡>< '8 IJw "''' d,'v< I"I''''''''t "'t~", , ·,,<Ii,,""'" 01' mi",_ 
• h.- ,ti, hy l¡-, .. m'·itv ",1 1;1'- ,.", , 1.';,," , t'"" mi,, ·~ ,," , ' '¡ _ 

u rr.crr.t<-..-.e flcid ily inc"" ,,,,, J ue 10"" ir.ex ",", i:l ú c U¡~ 

tu ,,' ",Id, "''' " l. th" p h)"~"'Oc, ,, ""- 1 ,ha"l'~' ~.I.' lO a 
l , ; ~¡" .. · Rl'. n", I ; " ,,~. "".", ,, Ll '" 11" ,. ,~i " ""' ,, ;n " ,; , ,_ 
,t.ooJ rid fJ""ioo in J".bc"~ i. m,inly "'-'fi'Cd frOCl free 
fdbl tbr""M'L ¡" :IJd ,,>Ofl. \VO h.wo 51"""" tillo: d ioktc5 
g" "" "''' ,:; I1,,,,·, L;, 1 ,' IL~ L> L L <1;I'I,., ,, L " '-1" 1,, ;,,, k1; L' ... 

r.C:< "" f'lb ,,:d t.le ,n:<1nl<dJ.1te ,,~.)m oftl" 0;11)'<f, ocm 
"""L"'~ ,1>; '¡ M",.,,·j . 1 011",,, "[t.." ·' I;.,alu ,~ D" 1>",..:;,.1 
, 'un¡"',,,,~. T1-o 'kn"·",,,o., "" •• h·,¡, " 1];,·,, rr,;·,,·.I>. .. '~ _ 

oJ ¡r.'.ub.-;u", ",itr. "" ,1:", O>o'1it"" ,,-.'e,l> ",.,,," ehome 
"";t"., c''- r, ,," tocmh,,,,,, .nd t'le ,n"" ",- r."-"':<' (,,, 
t'"m. 'l'"i,lI~ ti<" f.o ,o." mit, ,,),;,"d~~ m"""o",, 'bli'Y 
1> '>i¡b;:r in di 1l,,,~' r"' ~ <, re:h,," b~ ,l>.' k<',"T ",n,.,>.on 

""'?~., ,~ ", I.r"t '\rr= nrl¡'. ,o. ""'" off",,,," "S'''', "":>< 

L' ., ;"t.. '''~" .... " be""u,"" np)' p '" "" ,,1 ,l; Ii" e' "'~ ¡"l ""''' 
ó""c'",~ rr.1 ('CflTl!l, ,,' .. Imo" , H "mpcuur" , ,,, n,,) be 
l)J'yl' i, C>J1~ ,,,,,si,,y, ,m.' ,:'" OIr." two mo.''''' ' . It " 

.,,,,,, ,, Ll"l ll+':; ~ " ,,, .. ,, ,,."", tI~, l ' I'.IT "Y~'" ,,"b ,,""' 
fA hr,'\ ' ",1 , 1 ~). , , .. ¡ r m',in '"' '" '''' '~I"o' ¡, n¡t, ~ 

óoocn, 1 c><m l," ~." ,:"', cC<JIJ loe ,<~"Iohr.~ '\k~r.b"., ~ 
.U-... In ti>.:" C;'" "',," '<1,,"e ",,,re", ,, ,,,,,.-1<, 'ha[ C>011>­
-.. 1""1''''.'' ,n' m,,;o l., ,,"'.- ~n,,,,1 "f tt.,~ p'''''';'' 
'K<»<y c' ,1, ~ ')W. "'" m,~ ,-J:,,· n,,'t".t of VI')'!' J1C ,cn~","1 

~' i t, to< f= >cid< , ,,,,",,,,,,,jo n ,-¡"'.<o"d '.e". 1", " '" W8 
= inly ,rr"",,, 1".\ t,m¡o.n",,,~", ":p.;,,,J by Vl'H. ,mJ 
t:" f'<'br ,,~"" at hish ''''"''''''"1'''' = ,,,,1,,,,,, t,) 1 \1 ~_ Im 1 
rr,; . n. n"~' ,,,, 11 , ,h,,, [lo: g,,.j~" l "f " ,,', •• a, ~' 11,,01_ 

ji", ,;',1."," in m' '''''.or.Jri. ,,,,J Ihe de," uf di""",« on 

,:"'''' 
,\n"'"", h"",,;ting ch,""--~",,,, ~ 0'- c>"'ff",""'" ~." 'h·, 

PTT '''''-' ; ' ~,I ¡n t, ,,,,, rr,-mm., ,~ . A, t, ,, ,"'",,-uh." " "l;' ''' 

"r ti>< bo11)'l"": UI')'l' Jo.1"'-tt," oIl'.' " .. ' l ' 1'1 d.;,c<1C," '" fmm 
ü] 1 A:I '0 ."-~ u , ,,,,, '" d ... ",,,,o;. IJ I'II d,d oot "'-~w 
"'l' d'''''''ú, PTT . l'·.: " .. : (4 , ,4 ~ 1..-' ,',4' H 1 ,;¡ ', ",,1 

1.'IA-Ul'H '.' '" n" .ble to de"". I'!"l ".J .. ti>< iDlC~­"":l«. ~' ,~ h dcarl )' , h-"w, tb, mhx'lO· .. '¡ , 1 ,,,..-.-!-oral>'" 
~ "" . ' I<. 'L,-,I ";n-,,,-,o.;.lIy """,.,1 ;' ''; ,, [ LI" ,',,01, ",..l,·: h ~ 
I!,)'cr, A , iT.ilu c"",,,,,, in ti" ~-cl '0 1i<1 ",J.rr)~'I1 1 trnJbi:>.on 

~m le)""''''" in 1,1>.:.0.",1 H",cclloC<".¿r". uf "lal'd~ 1'" with 
clIld "I"',&I¡'.;<""-,, (1 l~ro<~;.c<1< ,~ . 1. ,11 1.1). 

lo "n',~" ¡",,,<Ji ~., ,. ,t.: ,,.;~;" " 1' ,, ... ,mr,m.w 11 " .hl)" 

of tI><", ml,,).;:h~.c'n,, 1 IOCmbru.'~ . w,' ,IUly",o ,he", h tty 
",.1.' ' 0tr-f'O'''' ''' '. h '1'.01<, "" ,Io.-w .. " rt.,. d,.b<tc, ."'-"' ''_ 
"'",, ""'",,1 ,-)"".~", ;" n" 1;,", .,. ;,~ """ I"~"" ,,1' 11,,1 ;, .. 

clItoctord" .1 "","Oo'H'. "f"<"lIy ,",,",., i r~ ,he f'<DI'-y­
, ,'" "f " " .. 1"", ,,1 I;"' y "" oh . ,,1 """,., ;"t ,1.: ",,,.,.,,,1 
f"'I) ",·,d, .. r,flt'C,w in ,r.' l'..-, r,H J<J ,h.¡, ,hiIl;!'" f",m 
1_'<, - 0. 11 'o 1-', ~ + 11.04. Th i, cxr~"" "'" ,.-oro"", i , ,he 
, ' ~,,,I ,u' ,, Ilu;J . , · , oI,,,-,·,,.,l lo, 11., Il ",~,,,"' l f"'¡"'" n p)'p, 

DPll ""J Tl l-l.-DPI!,]' i. ~c't".~.~Uy ''''q .. ," 'h.it Jin"." 
0"'1"''"' ,,,,mt..,,>< tlu,oi'y ll'i¡"". ~UI"f. bt" ['H' WO [".0 
;1;0",,, rto ' '''''''''Y ,It,,! wh>.oh " I"'"b;dy ,ohm"" """""n 
r:., [,,)''';'',1 ,,,1 ,k ,·),;:rr,. · •• 1 r:rw",",~ . ,,,1 ,,~,"h ~ ' ","", 

to cxpllt:n ,t.: ""'feO;, in ,h< Rl ID IT.i:c"hO<l<ri, of düto..c" 

,>1<. (kh" '-'''''NO'''' , 1", n"ce '¡'und '" iro",,,,,, 0'- ",,11>­
I~ .. ·, IbtJ;" hu , ,l""",,,,, "[tl,,, Re ,:r;¡;",,, ,,",,m"- .".1 
!o ! ~ .-- "'",,,,Iik,,,.,~ , 1. 20\i, '" ou' tl:, tmi" oúí;:r,'tlc~ ;, ,b.;: 

no< r:o,J " d , ti:< " .. -o in tl,,~ or.:odo: I~ IX""" ,loo t"-~ ,:'" ootl\ 
""J"h '"'' " r ,1'oeL L;" ,e " ' po,>,< ", 1')'I" "~ I)w"' ; " 

'''",zdkov> " .l !r;ü )) '" rr.iIJ h"P"'& l)w,n~. ·:fig<1<lO' 
(;,cc ;, " "1. 2<1 1.\\. Ll~' I,e"" n.l~u [""d " '~ h .. I·" Ihu> lO' 
, no'mk II .. n:. "". 1"",1 ,." ;;tl ... ,,.,, ¡o 1;1''I''"""I,t,," 

Ix'w«n dt.od,,, " .. oor.u·"¡"r.' "'><",''' of ,ml. " is I",d~ 
,,0:,'0< ; r,.,,,,,,,,,, in " ",",1'<,.,, tl.1",,,, ,, ,,,",=~ ns <he I{(',roj 

,';1 ¡, ,," , ~',,:t,,¡ hy IT<" no- Ii< ' ~~ 

.~ooth", :-..111-Jrbbl, f ... , ,00'" d'.';: foc!; ...--i", '·Cq>O>lt.UIl 

of tI:< 'ú-", hoodrid """",,""le i, fut w"=,,, [Oo dbt>.:t<, 
;,. ,,-,,,," "" ;, ~ ... "',;" LI" u"S ,ü, ",'J '·"' ''''I",'· LI)· ;" Ll " 

IT.'.nt<mc jl"iJ i~' too. in Lhc j;'tI}' ""iJ, '''''' I'-'' it'''.' of 'oc 
lO!>.>" Ji",'.,.-. th U, ,,,'o 00: .. ",,," f."," 1 'J4 t 0 .14 III ""'-\ 

I n~ ,~I, "' 1:<''' 1 • 11.2.1 tI, , 1t,.1~,~ ,.",. '11", ' ''~ .. " ch"L LI", 
f" ,'i "'.i<', ",,,,,, ,,,Ii, ,, ,,1 t),;, I ;"·c~ ; ., ,:;>l>"., "''' t.-o."." '" 

<'il'"."", ,.,'''''" u:~ to 1'"",\ UO 1 ~ ,. tut llUCI,,·!>.>,ldJÚ ., ¡",'" 

unH 1 ,h L' r """. """', 00'- 1 1 ,,,",' ¡, ~ ro<"-' 11> '" r, oc 1,·:" ,nd <he i, 
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