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1 RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2, es un sindrome, que se caracteriza por
hiperglucemia croénica, un déficit parcial en produccion y sintesis de insulina y/o por
el desarrollo de resistencia a la insulina, ademas, por un aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno y cambios en el metabolismo, incluido el
metabolismo de lipidos. En general, se acepta que durante el desarrollo de la
diabetes mellitus se reduce la fluidez de la membrana. Los acidos grasos omega-3
han sido estudiados por sus supuestos efectos benéficos en contra del desarrollo
de la diabetes. Se ha reportado que: reducen la concentracion de glucosa en sangre
y previenen el desarrollo de insulinorresistencia, ademas que los acidos grasos
omega-3 pueden regular la fluidez de la membrana. Por las razones anteriormente
mencionadas, se decidioé analizar el efecto de diferentes esquemas de dosificaciéon
de acidos grasos omega-3 en: la composicion de acidos grasos de tejido hepatico y
mitocondrias hepatica (por la importancia del higado en el metabolismo de lipidos)
y, ademas, analizar su efecto en la produccién de lipoperoxidos en mitocondria
durante el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2. Se analiz6é la composicién de
acidos grasos de la mitocondria y tejido hepatico por cromatografia de gases, y se
estimé la fluidez de la membrana por el cociente de acidos grasos insaturados y
acidos grasos saturados (I/S), ademas, se cuantifico la lipoperoxidacion por el
método de TBARS. Nuestros hallazgos indican que la diabetes per se, cambia la
composicidon de acidos grasos tanto en mitocondria como en tejido hepatico
completo. El cociente I/S fue diferente entre tejido hepatico completo y sus
respectivas mitocondrias. Ni en la edad, ni los tratamientos generaron diferencias
significativas en el cociente I/S en el higado. Los diferentes esquemas de
dosificacion (esporadico, regular y crénico) de acidos grasos omega-3, cambian la
proporcion de acidos insaturados y saturados en mitocondria. La edad de 3 meses,
representa un estado muy heterogéneo en las ratas, esto posiblemente se deba a
la proximidad que tiene esta edad con el surgimiento de la madurez sexual de las
ratas. A los 6 meses de edad, los tratamientos no afectan la proporcion I/S en

higado, pero en mitocondria de las ratas normoglucémicas si lo hace, reduciendo la



proporcion insaturado/saturado conforme aumenta la dosis de acidos grasos
omega-3, sin embargo, en las mitocondrias de ratas diabéticas, aumenta la
proporcion |/S conforme aumenta el consumo de acidos grasos omega-3. En
general, en la condicion diabética aumenta la lipoperoxidacion. El tratamiento en las
ratas normoglucémicas de 3 meses de edad, incrementa la produccién de
lipoperoxidos por encima de la concentracidon encontrada en las diabéticas sin
tratamiento. En las ratas de seis meses de edad, en apariencia, los tratamientos
tuvieron un efecto positivo en contra de la peroxidacién lipidica, disminuyendo la
concentracion de malondialdehido en ambos grupos. Los resultados obtenidos,
demostraron que los acidos grasos omega-3 tienen un efecto benéfico en los
organismos con diabetes, pero en las normoglucémicas, en apariencia, favorece el

desarrollo de diabetes.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus, is a syndrome characterized by a chronic
hyperglycemia, a partial deficit in the synthesis or production of insulin and/or a
development of insulin resistance, as well as enhanced production of reactive
oxygen species, and changes in the whole metabolism, including lipid metabolism.
In general, it is accepted that the developmental process of diabetes decreases
membrane fluidity. The Omega-3 fatty acids have been studied because of their
supposed beneficial effects against diabetes mellitus. It has been reported that: they
can control the blood glucose concentration and prevent the development of insulin
resistance, also, in some studies, it is reported that they can regulate the membrane
fluidity. Because of these reasons we decide to analyze the effect of different dosing
schemes of omega 3 fatty acids on fatty acid composition of liver mitochondria and
liver tissue since they have an important role in lipid metabolism, and also, the effect
of these fatty acids on production of lipoperoxides in mitochondria during the
development of type 2 diabetes. We analyzed the fatty acids composition of both
whole liver and hepatic mitochondria by gas chromatography, and estimated the
membrane fluidity by the unsaturated to saturated fatty acids ratio (U/S). Additionally,
we measured the lipoperoxidation by the method of TBARS. Our findings indicate
that diabetes per se, changes fatty acid composition in both liver and mitochondria.
The U/S ratio was different between whole liver and hepatic mitochondria. In liver,
there were no major differences in the U/S ratio either by age or by the treatments.
The different dosing schemes (sporadic, regular, and chronic) of omega 3 fatty acids
change the U/S ratio in mitochondria. The age of three months-old represents a
heterogeneous state in the rats, possibly by the proximity with their sexual maturity.
At 6 months-old rats, the treatments don’t affect the U/S ratio in liver, but, in
mitochondria, it does, in addition, this ratio decreased as the doses of omega-3
increases in normoglycemic rats, however in diabetic state, it seems to increase
such ratio. The lipid peroxidation increases by diabetes. At three months-old, in
diabetic rats, the treatments controlled the lipoperoxidation in mitochondria, but in

non-diabetic rats with treatment the lipoperoxidation increased above the level of

Xl



diabetic without treatment. At six months-old rats, the treatments apparently had a
positive effect against lipid peroxidation, decreasing the concentration of
malondialdehyde in both groups. All of these data together demonstrate that omega-
3 fatty acid has beneficial effects in diabetic rats, but in the normoglycemic ones,

there is not such beneficial effect and, in appearance, leads to the development of
diabetes.
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2  INTRODUCCION

2.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es un desajuste metabdlico con la peculiaridad de
presentar hiperglucemia (Baynes, 2015), junto con relativa o absoluta deficiencia en
la secrecién de insulina (INS) y/o resistencia a la accion de la misma (Islas y Revilla,
2013). La DM afecta aproximadamente a 415 millones de personas en el mundo, la
International Diabetes Federation (IDF) estima que esta cifra podria aumentar hasta
642 millones de personas para el 2040 (IDF, 2015), este padecimiento es una de
las principales causas de muerte en el mundo, tan s6lo en México 98 mil 521
muertes fueron atribuidas a complicaciones derivadas de la DM en el 2015, esto de
acuerdo a cifras reportadas por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e
Informatica (INEGI) (INEGI, 2017).

La DM es considerada como un sindrome “silencioso” puesto que es
asintomatica en etapas tempranas. Cuando la DM se complica resulta en
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas y a su vez se
asocia con dano a largo plazo, disfuncion o falla de varios érganos (ojos, rifiones,
corazoén) y vasos sanguineos (American Diabetes Association [ADA], 2014; World
Health Organization [WHO o por sus siglas en espafiol OMS], 2016). Para los
propésitos de este trabajo, es importante mencionar que, a nivel celular, una
caracteristica de la diabetes es el aumento en la rigidez de las membranas, lo cual

documentaremos mas adelante.



2.1.1Tipos de diabetes

El Comité de Especialistas en el Diagnostico y Clasificacion de la Diabetes,
tipifica a la DM en; diabetes mellitus tipo 1 (DM1) diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
diabetes mellitus gestacional (DMG) y otros tipos de diabetes mellitus especificos
(DME) (The expert committee on the diagnosis and classification of diabetes
mellitus, 2003). Las caracteristicas principales de cada tipo de DM de acuerdo a

diferentes autores son:

e DM1: Se caracteriza por la destruccion de células beta-pancreaticas por
procesos autoinmunes; se genera una absoluta deficiencia en la produccién
de insulina (Kumar y Clark, 2002) y al dejar de producirla, se pierde en gran
parte la regulacién de glucosa en sangre (GLCS).

e DM2: Se caracteriza por hiperglucemia cronica causada por la produccion
inadecuada de insulina o la falta de respuesta del cuerpo a la misma
(Insulinorresistencia [ISR]) (IDF, 2017).

e DMG: Se presenta alrededor de la 242 semana del embarazo, en este periodo,
las mujeres desarrollan una ISR y por consecuencia un aumento en la
glucemia, dicha ISR se cree que es por la carga hormonal de la mujer (IDF,
2013).

e DME: Se genera por defectos en las células beta pancreaticas, defectos
genéticos en la accidon de la insulina, enfermedades que afecten el sistema
exocrino del pancreas, por farmacos, infecciones y otros sindromes asociados
con diabetes (The Expert committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2003).



2.1.2 Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 es considerada el tipo mas abundante de acuerdo a la ADA (2015) ya
que es responsable del 90 al 95% de los casos de DM en el mundo. La DM2 es una
condicion que se desarrolla a través multiples factores, como puede ser el
envejecimiento (aunque también se han reportado casos en nifios y adolescentes),
una mala dieta, factores genéticos y/o ISR, etc. (ADA, 2007). También se
caracteriza por un descontrol en la glucemia, anormalidades en la secrecion-
produccion de INS, ISR en algunos tejidos (hepatico, muscular y adiposo),
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Lyra et al.,
2009), cambios en el indice aterogénico asociado a cambios en la concentracion de
triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de alta densidad, y lipoproteinas de
baja densidad (Costa et al., 2016) y en la plasticidad de las membranas celulares
(Weijers, 2012), esto ultimo debido a que altera el metabolismo de lipidos y genera
un aumento en la concentracién de acidos grasos saturados (AGS), siendo estos
promotores de rigidez en la membrana lo cual es coherente los trabajos previos de
por Borkman et al. (1993), Ruiz-Gutierrez et al. (1993), Clifton y Nestel (1998) y
Bakan et al. (2006), que demuestran que durante el desarrollo de DM2, se presenta
una baja en la fluidez de la membrana (reduccion de acidos grasos con
insaturaciones), ya que dicha patologia como se menciond, promueve la rigidez en
sistemas membranosos. Una de las propuestas para mitigar los signos
anteriormente mencionados es el uso de acidos grasos omega-3 (AGw-3) como
complemento en las dietas de los pacientes ya que presentan propiedades que
aparentemente ayudan a mitigar algunas de las consecuencias generadas por la

DM2 y a la prevencion de la misma.



2.2 Higado

El higado es el 6rgano mas grande en humanos, puesto que ocupa
aproximadamente de un 2% a 3% del peso total del cuerpo (Abdel-Misih y
Bloomston, 2010). El higado regula la salida de glucosa (GLC) al torrente sanguineo
por medio de un ciclo dinamico entre el higado y las células beta del pancreas
(Matthews, 2010). La insulina (secretada por las células beta del pancreas) regula
la secrecion de GLC por parte del higado al torrente sanguineo y estimula la
absorcién de GLCS por musculo, tejido adiposo y el mismo higado, resultando en
una baja en la glucemia. La hipoglucemia nuevamente estimula al higado a producir
GLC por medio de la glucogendlisis y gluconeogénesis y la libera al torrente
sanguineo, regulando asi las concentraciones de GLCS (Wasserman, 2008).
Ademas, se sabe que el higado cumple diversas funciones en el humano, como

son:

e Almacenamiento: Glucégeno, vitaminas (A, B12, D, E y K) y minerales (hierro
y cobre).

e Metabolismo de hidratos de carbono: El higado puede sintetizar GLC a partir
de fructosa, galactosa, ciertos aminoacidos y acido lactico o liberar GLC por la
ruptura de glucégeno

e Metabolismo proteico: Los hepatocitos desaminan los aminoacidos para poder
ser utilizados en la produccion de adenosin trifosfato (ATP), hidratos de
carbono o grasas, también sintetizan proteinas plasmaticas como alfa y beta
globulinas y albumina.

e Metabolismo de lipidos: Almacenamiento y degradacion de TG para sintetizar
ATP, sintetizan lipoproteinas para el transporte de AG y colesterol para otras

células del organismo.



2.3 Acidos grasos

Los acidos grasos (AG) son cadenas de hasta 24 carbonos con un grupo
carboxilo terminal, el cual les confiere propiedades anfipaticas. Estas moléculas son
sintetizadas a partir del acetil-CoA y generalmente se encuentran en forma de
ésteres de glicerol, aunque también se pueden encontrar en forma de acidos grasos
libres (AGL), acilgliceroles, glicerofosfolipidos y ésteres de colesterol. Los AG se
clasifican de acuerdo a la longitud de la cadena (tabla 1) y al grado de insaturaciones
que presenten (tabla 2). Dentro de la clasificacién de los AG se encuentra un grupo
denominado “acidos grasos esenciales”, que no son sintetizados por el humano y
deben ser consumidos en la dieta, estos AG son los omega-6 (derivados del acido
linoleico) y AGw-3 (derivados del alfa-linolénico) (Martinez et al., 2013). Los AG
cumplen muchas funciones en el humano, tales como: almacén y fuentes de
energia, reguladores de procesos geneéticos y componentes esenciales de

estructuras celulares, como son las membranas bioldgicas.

2.4 Acidos grasos omega-3

Los AGw-3 presentan una doble ligadura en el tercer carbono de la cadena
contando del metilo terminal hacia el carboxilo terminal. Sus dobles enlaces siempre
estan en posicion cis. Los AGw-3 son esenciales, lo que significa que el ser humano
no los puede sintetizar y debe obtenerlos de los alimentos; las principales fuentes
de estos AG son mariscos, pescados, mamiferos marinos y en aceites en plantas,
en particular esta ultima fuente es importante en el caso del acido graso alfa-
linolénico (Thorseng et al., 2009) y en algunas semillas como las nueces. Los AGw-
3 han sido popularizados por sus multiples efectos benéficos, en contra de algunas
enfermedades y sindromes. Estudios realizados por Kraegen et al. (1986), Storlien
et al. (1987), Oakes et al. (1997), demostraron en modelos animales que el uso de
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, previenen el desarrollo de ISRy
disminuyen la concentracion de TG en sangre (Farmer et al., 2001). También se

conoce que los AGw-3 participan en la estimulacion de los Receptores Asociados a
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Proliferacion Peroxisomal (PPAR por sus siglas en inglés), como es el caso del
PPARa (Géttlicher et al., 1992). Los PPARs participan en la regulacién de multiples
funciones metabdlicas, como son la oxidacion de acidos grasos en mitocondria y la
sintesis de TG en higado (Scorletti y Byrne, 2013). Por ello, los AGw-3 han sido
utilizados como una alternativa en el tratamiento o para la atenuacién de los

sintomas generados por la DM2.

Tabla 1. Clasificacion de acidos grasos de acuerdo al numero de atomos.

. No. Atomos
Tipo de cadena de carbono
Corta 4a6
Media 8a12
Larga 14 a 18
Muy larga 20 o mas

carbonos

Tabla 2. Clasificacion de acidos grasos por grado de insaturaciones

Insaturaciones Insaturaciones

Saturados Sin dobles enlaces
Una insaturacion: Monoinsaturado

Insaturados . .
Mas de un doble enlace: Poliinsaturado



2.5 Membranas bioldgicas

Las membranas bioldgicas son bicapas constituidas por proteinas y lipidos
(fosfolipidos, glucolipidos y colesterol), los cuales constituyen aproximadamente el
70 % de su masa total. Los lipidos de las membranas confieren fluidez a la
membrana, una de las principales caracteristicas fisicoquimicas, la cual es regulada
tanto por la relacién de lipidos y proteinas que la componen, como por factores

ambientales como la temperatura (Voet y Voet, 2006).

Las membranas bioldgicas son estructuras vitales para la vida de las células,
pues las protege del entorno exterior y forma los limites entre las diferentes células
y compartimientos intracelulares donde tienen lugares procesos particulares como
el metabolismo (Stéckl y Herrmann, 2010). Como se menciond, las membranas
estan constituidas por fosfolipidos, los cuales contienen un grupo fosfato, un glicerol
y a su vez, el glicerol esta esterificado con acidos grasos. Los acidos grasos de la
membrana pueden ser saturados, monoinsaturados o poliinsaturados. Los
fosfoglicéridos a menudo contienen tanto una cadena insaturada como una
saturada. Esta composicion le confiere a la membrana caracteristicas y propiedades
fisicoquimicas que pueden afectar sus funciones de las membranas celulares (Karp,
2013), ademas, dependiendo del organulo, la composicién de la membrana cambia.
Por ejemplo, en la membrana mitocondrial, presenta mayor densidad proteica que
otros sistemas membranosos en la célula, siendo las membranas de suma
importancia ya que participan en algunas de las funciones regulatorias mas

importantes de las células (Shinitzky, 1984).



2.6 Mitocondria

La mitocondria es un organulo de doble membrana y esta compuesta de 4
fracciones: la membrana externa, el espacio intermembranal, la membrana interna
y la matriz mitocondrial. Cada seccién de la mitocondria tiene caracteristicas
particulares y distintas entre ellas. La membrana externa contiene porinas que
permiten la difusién libre de moléculas al espacio entre las dos membranas. El
espacio intermembranal contiene proteinas (como el citocromo C) que cumplen
diversas funciones, tales como el control de procesos apoptoticos y la regulaciéon
energética, asi como el gradiente idnico necesario para la funcién mitocondrial
(cadena transportadora de electrones). La membrana interna tiene cerca de un 20%
de las proteinas totales de la mitocondria, de entre las cuales se encuentran
transportadores hacia la matriz mitocondrial y las responsables de generar energia,
en forma de ATP, durante la cadena transportadora de electrones. La matriz
mitocondrial contiene la mayoria de las enzimas necesarias para el funcionamiento
de rutas metabdlicas tales como el ciclo de Krebs (McCarron et al.,, 2013;
Wattenberg, 2016).

2.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo esta definido como un desbalance entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) incluidos los que son radicales libres y los
sistemas antioxidantes (Halliwell, 1994). Los radicales libres se forman en grandes
cantidades como subproductos de muchas reacciones bioquimicas, procesos
metabdlicos, en ocasiones de manera deliberada y durante el envejecimiento. Los
radicales libres pueden ser generados por el cuerpo como respuesta a la
sobreexposicion a radiacion (rayos-X), ozono, contaminantes aéreos y quimicos
industriales (Bagchi y Puri, 1998), por procesos enzimaticos como son la cadena
respiratoria, durante los procesos de fagocitosis, sintesis de prostaglandinas y por

los citocromos P-450 (Liu et al., 1999). Los radicales libres potencialmente pueden



afectar todo tipo de biomoléculas como son las proteinas, acidos nucleicos y lipidos
(peroxidacion lipidica) (McCord, 2000).

2.8 Peroxidacion lipidica

Los lipidos estan sujetos a un dafio constante por el estrés oxidativo por su
participacion activa en el metabolismo, esto se hace evidente en la mitocondria, que
es el principal organulo productor de moléculas generadoras de radicales libres
(atomos o moléculas sin un electron apareado), como es el peroxido de hidrogeno
(H202) el cual se disocia en el radical hidroxilo OH" e i6n hidroxilo (OH*). Durante
los procesos metabdlicos realizados dentro de la mitocondria los lipidos mas
expuestos son aquellos que cuentan con insaturaciones, principalmente los AGw-3
por sus multiples dobles enlaces. Estas moléculas de AG al tener las dobles
ligaduras, conducen a que los carbonos con dichas dobles enlaces tengan una
reactividad mayor con los radicales al estar expuestos (figura 1) (Halliwell y
Gutteridge, 2015A).

Se conoce que durante el desarrollo de la diabetes y el aumento en la
glucemia, aumenta el estrés oxidativo, esto debido a una mayor produccién de ROS
por la mitocondria (Brownlee, 2001), se genera mayor glicacion de proteinas
(Brownlee, 2000), la misma oxidacion de la glucosa genera radicales libres (Wolff et
al., 1991) y a su vez un aumento de AGL promueven el estrés oxidativo, generando
un desacoplamiento de las mitocondrias e induciendo a la beta oxidacion (Evans et
al., 2002).



o N OH
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Figura 1. Reaccién quimica de dafio por radicales libres.
A) El grupo OH* reacciona por adiciéon en los dobles enlaces, saturando un carbono y
generando un desapareamiento de electrones en el carbono adyacente de la doble
ligadura. B) El grupo OH* reacciona en los carbonos saturados, sustrayendo un H+ por
abstraccion (Obtenido de Halliwell y Gutteridge, 2015B).
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3  ANTECEDENTES

Como ya se menciono, durante el desarrollo de la diabetes se altera el
metabolismo no sélo de carbohidratos sino también de proteinas y lipidos. Estos
ultimos, en lo particular, son de nuestro interés y materia de este trabajo de Tesis.
Desde finales del siglo pasado, se reportdé que durante el desarrollo de la diabetes
disminuia la actividad de las desaturasas (Ntambi, 1999), lo cual traia como
consecuencia que disminuyera la proporcion de acidos grasos insaturados (AGl) y
aumentara la de saturados. Estos cambios traerian como consecuencia que la
fluidez de las membranas de las células afectadas, disminuiria, lo cual es apoyado
por varios estudios que asi lo demuestran. Por ejemplo, Bakan et al. (2006), al
analizar la composicion de acidos grasos de eritrocitos y leucocitos de pacientes
diabéticos, reportaron que estaba incrementada la proporcion de acidos grasos
saturados. Posteriormente Pérez-Hernandez et al. (2010), en un modelo de
diabetes tipo 2 en ratas espontaneamente hipertensas (SHR por sus siglas en
inglés: Spontaneously Hypertensive Rats), midieron la fluidez membranal con un
monitor fluorescente y adicionalmente se analizé la composicion de acidos grasos
de fantasmas de eritrocitos; los resultados indicaron que el desarrollo de la diabetes
conducia a una menor fluidez membranal aparentemente derivada de la

disminucién de la proporcion de AGI.

A la fecha hay investigadores que afirman categéricamente que, con el
desarrollo de la diabetes, disminuye la fluidez de la membrana (Pilon, 2016). Sin
embargo, al parecer no siempre ocurre de esa forma. Por ejemplo, Waczulikova et
al. (2007), trabajando en ratas con diabetes tipo 1, encontraron que la fluidez
membranal de mitocondrias de corazdbn aumentaba por la diabetes y
simultaneamente disminuia el potencial de membrana. En forma similar Figueroa-
Garcia et al. (2015), encontraron en mitocondrias de placenta de ratas inducidas a
diabetes tipo 2 con hiperglucemia ligera, que la fluidez membranal aumentaba, asi
como la proporcion de acidos grasos insaturados, aunque la respiracion

mitocondrial disminuia y aumentaba la lipoperoxidacion lipidica. En un estudio mas
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reciente (Pérez-Hernandez et al., 2017) trabajando con mitocondrias de higado, se
encontré que en etapas tempranas del desarrollo de diabetes mellitus (inducida en
ratas a los pocos dias de nacer), hay un incremento en la fluidez membranal,
atribuida al incremento en el cociente de acidos grasos insaturados sobre saturados
y esto, repercute en un aumento en el control respiratorio, pero aun no hay un
aumento significativo en la lipoperoxidaciéon mitocondrial. Es interesante mencionar
que en estos trabajos (Figueroa et al., 2015, Pérez et al., 2017) también se encontrd
que contrario a lo que podria esperarse, la composicién de acidos grasos de la
mitocondria (de placenta o de higado, respectivamente) no siempre se comportan
igual que la composicién de acidos grasos del tejido de donde fueron extraidas. Lo
anterior hace pensar en la posibilidad de que exista algun mecanismo por el que las
mitocondrias, de alguna forma, regulen su composicion de acidos grasos y sean

diferentes del tejido.

Asi, con la informacion aqui expuesta, queda claro que no siempre hay una
disminucién de la fluidez membranal, sino que es probable que haya varias etapas
y respuestas en las membranas biolégicas dependiendo del grado de avance del
desarrollo de la diabetes y que es necesario hacer una exploracion en diferentes
momentos del desarrollo de la diabetes, asi como por diferentes tratamientos en

contra de la misma.
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4  JUSTIFICACION

Los acidos grasos tienen un rol importante en la célula, teniendo amplias
implicaciones metabdlicas y son componentes esenciales de las estructuras
membranales, cuyas propiedades fisicoquimicas dependen de la composicion
quimica de las mismas. Desafortunadamente la composicion de acidos grasos de
mitocondria no ha sido estudiada ampliamente y menos en una condicion donde el
metabolismo se ve alterado por un sindrome y dicho sindrome se ha combatido con
moléculas como los acidos grasos omega 3. Teniendo en cuenta esto, es importante
estudiar el efecto que tiene la suplementacién en diferentes concentraciones de
acidos grasos omega-3 en la composicion de acidos grasos de mitocondrias. Para
este estudio se propone el uso de mitocondrias de higado ya que dicho érgano tiene

un rol importante en el desarrollo y progresion de la diabetes mellitus tipo 2.

Anteriormente se han mencionado que los acidos grasos omega 3 tienen un
efecto benéfico durante el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 a través de
mecanismos que posiblemente modifican la composicion de acidos grasos de
sistemas membranosos, teniendo en cuenta esto, es importante estudiar el efecto
que tiene la suplementacion en diferentes esquemas de dosificacidon de acidos

grasos omega-3 sobre la composicidén de acidos grasos de mitocondrias.
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5

HIPOTESIS

La hiperglucemia modifica el metabolismo de los lipidos, lo que genera un
cambio en la composicion de los acidos grasos de las membranas bioldgicas y a su
vez, estos cambios alteraran las caracteristicas fisicoquimicas de esta estructura,
por lo tanto, si los acidos grasos omega-3 tienen efectos benéficos en contra de la
diabetes mellitus tipo-2, tal vez sea, al menos en parte, por la modificacion de la

composicidn de acidos grasos en las membranas.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Evaluar la composicion de los acidos grasos de tejido y mitocondrias de
higado, asi como la produccion de lipoperoxidos por parte de la mitocondria,
en un modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar, con distintos esquemas de

dosificacion de acidos grasos omega-3.

6.2 Objetivos particulares

e Analizar el efecto de diferentes esquemas de dosificacion de acidos grasos
omega-3 en la composicion de acidos grasos durante el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2, asi como en higado de ratas control (normoglucémicas), en:

a. Tejido hepatico.

b. Mitocondrias de higado.
e Establecer si el uso de acidos grasos omega-3 afecta el cociente de fluidez de
mitocondrias y tejido hepatico durante el desarrollo de diabetes mellitus tipo-2

y sus controles normoglucémicas.

e Determinar el efecto de diferentes dosis de acidos grasos omega-3 sobre la

produccion de lipoperoxidos en mitocondrias de higado.
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7 MATERIAL Y METODOS

Esta tesis se desarrollé en el contexto de un proyecto de investigacion que
involucra la participacion de varios colaboradores para obtener respuesta sobre
varios aspectos relacionados con el metabolismo de lipidos, la importancia de las
propiedades fisicoquimicas de las membranas y el desarrollo de la diabetes, asi
como el efecto de los AGw-3 sobre dicha patologia. Asi, aunque se dio cabal
seguimiento al desarrollo de la diabetes en los modelos animales (Vicentefio 2018),
en esta tesis se reportan principalmente los efectos observados sobre la
composicidon de acidos grasos en mitocondrias hepaticas, tejido hepatico y

formacion de lipoperdxidos en membranas.

7.1 Modelos animales

Se usaron 72 ratas Wistar macho, asignados al azar en dos grupos:

7.1.1Grupos control

Para estos grupos, se tuvieron 36 ratas normoglucémicas. Para tal fin, a ratas
macho de 48 horas de edad se les inyecto intraperitonealmente 50 pL de
amortiguador de citratos (pH 4.5) y se mantuvieron con las madres. Los organismos
fueron destetados a las 4 semanas. A partir de este momento se dio inicio a los
tratamientos con los AGw-3: aceite de linaza rico en AGw-3 a una dosis de 125
mg/kg de peso corporal en cuatro esquemas de dosificacion: 0, 1, 3 6 7
dias/semana. El aceite de linaza se suministré via oral con micropipeta repetidora.
Se realizaron sacrificios a 1, 3 y 6 meses de edad para extraccion de tejido hepatico

e inmediata obtencién de sus mitocondrias.
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7.1.2Grupos inducidos a DM2

Para la induccion de la DM2, a este grupo de animales de 36 ratas se les
inyecto intraperitonealmente estreptozotocina (Szkudelski 2012) (a una dosis de
125 mg/kg de peso corporal) disuelta en 50 uL de amortiguador de citratos (pH 4.5)
a las 48 horas de nacidas. Este esquema de tratamiento produce un modelo de
diabetes tipo 2 con hiperglucemia ligera. Las crias se mantuvieron con las madres
y posteriormente fueron destetadas a las 4 semanas de edad. A partir de este
momento se dio inicio a los tratamientos con los acidos grasos w-3, especificamente
de aceite de linaza rico en AGw-3 a una dosis de 125 mg/kg de peso corporal en
cuatro esquemas de dosificacion: 0, 1, 3 6 7 dias/semana. El aceite de linaza se
suministro via oral con micropipeta repetidora. Se realizaron sacrificios a 1, 3y 6

meses de edad para extraccion de mitocondrias hepaticas.

7.2 Parametros fisiolégicos

La concentracion de glucosa sanguinea fue cuantificada semanalmente con
tiras reactivas con ayuda del equipo Accu-Chek® active. El colesterol y los TG se
midieron mensualmente con tiras reactivas en un equipo Accutrend de Roche.
(Vicentefio 2018).
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7.3 Procesamiento de los organismos, obtencion de tejido y mitocondrias

hepaticas

Al llegar la fecha de sacrificio (1, 3 6 6 meses), los organismos fueron
anestesiados por inyeccion intraperitoneal con pentobarbital sédico a una dosis de
40 mg/kg de peso corporal; durante el efecto del farmaco fueron sacrificados por
exsanguinacion hasta la muerte. El tejido hepatico fue cortado en trozos pequefios,
los cuales se suspendieron en medio H (sacarosa 0.07 M, manitol 0.21 M, HEPES
20 mM y albumina de suero de bovino 0.5 g/L [2 mM], pH 7.4). Posteriormente, los
tejidos, fueron homogenizados manualmente y de manera individual con un
homogeneizador Potter-Elvehjem de vidrio hasta obtener una consistencia lechosa,
se colectd una alicuota de 1mL del tejido homogenizado el cual se depositd en
microtubos tipo Eppendorf de 1.5 mL y se adicioné hidroxitolueno butilado
(concentracion final de 0.2%) como un antioxidante y por ultimo se almacené a -
20°C para su posterior analisis por cromatografia de gases. El resto del
homogenizado fue sometido a centrifugaciones diferenciales (centrifuga Sorvall ST
16 R, Thermo Scientific con rotor F15-6x100) a 2500 rpm por 10 min dos veces de
donde se colectaron los sobrenadantes. Al término de esas centrifugaciones, se
hizo otra centrifugacion de 10 min a 7500 rpm, de donde se colecté la pastilla y se
incub6 30 min en presencia de medio H con albumina a 0.5 g/L. Finalmente, se
centrifugd a 9000 rpm por 10 minutos. Se resuspendio la pastilla en el menor
volumen posible de medio H y se colecté en microtubos tipo Eppendorf de 1.5 mL.
Todo el procedimiento se realizd a una temperatura de 4 °C para mantener la

integridad y funcionalidad de las mitocondrias.
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7.3.1Oximetria

Una vez obtenidas las mitocondrias, se cuantificaron las proteinas por el
método de Bradford (1976) y se midio la respiracion mitocondrial en camara aislada
con capacidad para un volumen de 1.5 mL y electrodo tipo Clark en un oximetro YSI
5300a (Biological Oxygen Monitor). La actividad basal de las mitocondrias (estado
4) se midio en presencia del medio de respiracion (succinato 10 mM, sacarosa 250
mM, MgCl2 10mM, H3PO4 5 mM, EGTA 1.1 mM, albumina 0.1%, pH 7.4) y el estado
activo en fosforilacion (estado 3) por la adicion de 2 yL de ADP (100 nM en solucion
TRIS 10 mM, pH 7.4) a la camara aislada (Martiion 2018).

7.3.20btencion de metil-esteres

Las muestras se transesterificaron con trifluoruro de boro 14% en metanol,
como describen Morrison y Smith (1964) con algunas modificaciones: No se hizo
extraccién previa de los lipidos de las mitocondrias, sino que se tomaron 50 uL de
mitocondrias y se colocaron en un vial. Posteriormente se adicion6 1 mL del reactivo
de trifluoruro de boro-metanol, se puso una atmadsfera de nitrogeno, se cerré el vial
y se dejo durante 30 minutos en bano maria a 92 °C, con la finalidad de acelerar la
formacion de los metil-ésteres. Posteriormente los metil-ésteres fueron extraidos
por la adicién de dos volumenes de hexano y uno de agua. La muestra se centrifugd
la muestra a 1000 rpm por 3 min y se colecto la fase hexanica (superior). Se evaporo
el solvente con nitrdgeno gaseoso y se almacenaron los metil-ésteres a -20°C,
protegida de la luz, este procedimiento fue realizado tanto para las muestras de
mitocondrias como las de tejido hepatico. La modificacion principal a la técnica de
Morrison y Smith (1964) consistidé en que no se hizo extraccion previa de los lipidos
de las mitocondrias (u homogenizado de tejido hepatico), sino que se hizo la
transesterificacion directamente de las muestras. Para comprobar que esta
modificacion no afectaba los resultados, se hizo la extraccion de lipidos de algunas
muestras (de mitocondrias y tejido hepatico) de acuerdo a la técnica de Bligh y Dyer

(1959) y posteriormente se hizo la transesterificacion de los lipidos extraidos. Por
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ambas técnicas se obtienen los mismos resultados, pero se ahorra mas tiempo y

solventes, por lo cual, se optd por la transesterificacion directa.

7.4 Cromatografia de gases

La composicion de acidos grasos de las mitocondrias y el tejido fue
determinada por cromatografia de gases en un equipo Clarus 500 de Perkin Elmer,
equipado con detector de ionizacion de flama (FID) y controlado por computadora.
Se utilizd6 una columna Omegawax de 30 m de largo con 0.25 mm de diametro
interno y recubrimiento interno de 0.25 mm. El programa de temperaturas utilizado
para la separacion de los acidos grasos en la columna fue el siguiente: se inici6 la
inyeccion a 180°C por 5 minutos, se hizo una rampa de 5°C por minuto hasta llegar
a 240°C y asi se mantuvo por otros 18 minutos para completar un tiempo total de
35 minutos. Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 250°C. Los
tiempos de retencion de los acidos grasos fueron determinados por inyeccién de
metil ésteres estandares de acidos grasos. Los estandares fueron adquiridos de
Sigma-Adrich Chemical Co. Para la inyeccion de la muestra los metil-esteres se
suspendieron en 50 uyL de hexano, se homogenizé y se inyectd
4 uL en el equipo mencionado, cada muestra fue procesada por triplicado. El
contenido de cada acido graso se obtuvo por integracion de las areas bajo la curva

de cada uno de los picos y los resultados se presentan en mol%.
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7.5 Cuantificacion de lipoperoxidos

La cuantificacion de lipoperoxidos se realizé por la formacién de
malondialdehido (MDA) mediante la reaccion al acido tiobarbiturico, esencialmente
como se describe en el método de Ohkawa et al. (1979), con ligeras modificaciones.
Se utilizaron fracciones mitocondriales conteniendo 1 mg de proteinas. La curva
estandar se realizé utilizando tetrametoxipropano (TMP) en un intervalo de 0 a 20
nM. Tanto para la curva como para las muestras se adicionaron 0.1 mL de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 8.1%, 0.75 mL de acido acético al 20% pH 3.5y
0.75 mL de acido tiobarbiturico al 0.8% y agua bidestilada para completar un
volumen de 8.4 mL. La preparacioén de la curva se realizd de acuerdo a la tabla 3 (el
blanco se hizo por triplicado) y para las muestras de mitocondria se utilizd lo
correspondiente en la tabla 4, empleando los datos adquiridos en la cuantificacion
de proteina por el método de Bradford (1976). Se colocaron en arena a 95°C por 4
horas y media con la finalidad de acelerar la formacién de MDA, al término de esto,
se dejaron enfriar. Al dia siguiente tanto a la curva como a las muestras se les
adicion6 1 mL de agua bidestilada y 2.5 mL de solucion n-butanol-piridina (15:1), se
homogeniz6é con un agitador de tubos vortex durante 5 segundos, se realizé una
centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos, se recuperé el sobrenadante y se
midio en un espectrofotdmetro a 532 nm. Los resultados se presentan en nmol/mg

proteina.
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Tabla 3. Preparacion de la curva con tetrametoxipropano.

TMP (20 nM) SDS 8.1% Acido Acético 20%

Acido
tiobarbiturico

(mL) (mL) pH 3.5 (mL)
0 8.4 0 0.1 0.75 0.75
1 8.35 0.05 0.1 0.75 0.75
2 8.3 0.1 0.1 0.75 0.75
3 8.25 0.15 0.1 0.75 0.75
4 8.2 0.2 0.1 0.75 0.75
5 8.15 0.25 0.1 0.75 0.75
10 7.90 0.50 0.1 0.75 0.75
15 7.65 0.75 0.1 0.75 0.75
20 7.4 1.0 0.1 0.75 0.75

Tabla 4. Preparacién de las muestras de mitocondria.

Acido Acético Acido
0,
MUIESIEY H:0 ~ SDS 8.1% 20% pH 3.5 tiobarbitdrico

(ML) (mL) (mL)

X + H20 =100 pL 8.3 0.1 0.75 0.75
X es el equivalente en uL de muestra que contenga 1 mg de proteina

7.6 Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de las medidas de tendencia central: promedio (x) y
desviacién estandar (o) de los datos obtenidos para ver su distribucion. Asi mismo
la prueba de Shapiro-Wilk para probar normalidad de los datos. Los datos fueron
analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con prueba de
Tukey con un intervalo de confianza de 0.95 (p > 0.05) en el programa SigmaPlot

12.3 (2013) con una n=4 por grupo experimental repetido por triplicado.

Se realizdé un coeficiente de correlacién entre la variable “cociente de fluidez”

y MDA para evaluar si existe alguna cercania entre dichas variables.
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8 RESULTADOS

8.1 Composicion de &cidos grasos de tejido hepético de ratas Wistar

Se analiz6 la composicion de acidos grasos de tejido hepatico con la finalidad
de observar posibles cambios entre los organismos normoglucémios, los inducidos
a diabetes mellitus tipo 2 y organismos con tratamiento de AGw-3 durante el

crecimiento de los animales y el desarrollo de la diabetes.

Durante el primer mes de edad, las ratas Wistar no contaron con tratamiento
de AGw-3, indicando que los primeros valores de la composicion de AG y la
concentracion de AGw-3 obtenidos son de origen materno. En la tabla 5, se observa
el cambio generado por inducir DM2 en las ratas Wistar. En el grupo inducido a
diabetes (STZ) las concentraciones de los AG laurico, miristico y palmitico
presentan un aumento significativo respecto al control (p<0.05). Los demas AG
presentan diferencias ligeras respecto al control y un incremento del doble en el
caso del AG linolénico, dichas diferencias se ven reflejados en el cociente de fluidez

(I/S), el cual se ve reducido en el grupo STZ.

A los tres meses de edad, los grupos experimentales ya tenian AGw-3 como
complemento en sus dietas. La tabla 6 refleja los datos obtenidos de la composicién
de AG a dicha edad, se observa que no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos normoglucémicos (CN) y STZ sin tratamiento, teniendo solamente
un aumento numérico en las mol % de algunos AG y la reduccion en otros los cuales
destacan por ser AGI, estos cambios aparentemente no significativos se ven
reflejados en el I/S, el cual nuevamente se ve reducido respecto al grupo

normoglucémico.
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Tabla 5. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar
diabéticas (STZ) y normoglucémicas (CN), a 1 mes de edad.

Tratamientos CN STZ
Laurico 0.11 + 0.06 0.31 + 0.08 *
Miristico 0.45 = 0.04 126 = 0.10 *
Miristoleico 0.33 + 0.13 024 + 0.14
Palmitico 19.58 + 1.01 2186 = 1.11 *
Palmitoleico 1.64 + 0.52 1.52 + 048
Estearico 13.13 + 1.45 13.75 = 0.81
Oleico 2230 + 1.12 21.74 + 1.40
Linoleico 18.85 + 1.90 18.20 + 1.74
Linolénico 0.31 = 0.20 0.66 + 0.17
Araquiddnico 12.82 + 0.97 12.20 + 255
EPA 1.00 + 0.72 1.08 + 042
DHA 580 + 0.79 7.32 + 1.98
NI 3.69 + 065 2.07 = 0.50
I/S 191 + 0.19 1.73 + 024

EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico; NI, no identificado; I/S
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. n=4.

Tabla 6. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar
diabéticas (STZ) y normoglucémicas (CN), a 3 meses de edad.

Tratamientos CN STZ

Laurico 0.08 = 0.05 0.10 + 0.03
Miristico 0.28 + 0.05 0.27 = 0.04
Miristoleico 0.14 + 0.07 0.21 =+ 0.09
Palmitico 19.19 + 1.70 19.67 = 1.17
Palmitoleico 1.57 + 052 191 + 042
Estearico 16.28 + 267 16.42 + 1.38
Oleico 16.30 + 2.59 15.92 + 1.12
Linoleico 18.39 = 2.05 18.16 + 1.52
Linolénico 0.33 + 0.17 0.33 = 0.06
Araquidénico 19.15 + 2.26 18.51 t 0.52
EPA 0.57 = 0.20 0.66 = 0.1
DHA 523 + 0.51 5.08 + 0.35
NI 249 + 0.18 276 + 046
I/S 1.73 + 0.20 1.67 + 0.09

EPA, acido Eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico; NI, no identificado; I/S
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados).
No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. n=4.

24



La tabla 7 contiene los datos del grupo normoglucémico y sus respectivos
tratamientos con AGw-3 por 1, 3y 7 dias por semana; el tratamiento con AGw-3 por
1 dia/semana no mostrd ninguna diferencia significativa respecto al control, por otra
parte, se ve una reduccion en algunos AGI como son los AG miristoleico,
palmitoleico, oleico, linoleico y EPA, que repercute en el I/S, ya que es menor que
el CN, esto ultimo a pesar de no ser significativo; el tratamiento de 3 dias por
semana con AGw-3, muestra diferencias significativas (p<0.05) en el AGS miristico
y el AG DHA, los demas AG tiene valores similares respecto al CN; finalmente el
tratamiento cronico (AGw-3 con 7 dias por semana) unicamente presentan una
diferencia significativa (p<0.05) en el AG linolénico, el cual es mayor al grupo CN.
Este grupo, en apariencia, es similar en la composicion de AG de acuerdo al
estadistico, pero, se notan cambios numéricamente hablando en el AG linolénico,
lo que denota un cambio y a su vez acumulaciéon del AGw-3 en los grupos con
tratamiento y éste comportamiento se ve en el I/S, el cual presenta el mismo patrén
que el AG linolénico, el cual se ve reducido con el consumo de un dia por semana
y va aumentando gradualmente en conjunto con el aumento de AGw-3 por semana,

sin ser significativos.

La tabla 8 contiene los datos del grupo STZ a los 3 meses con sus respectivos
tratamientos de AGw-3: El tratamiento de STZ AGw-3 1 dia/semana, presenta
diferencias significativas (p<0.05) entre los dos grupos (CNy STZ en los AG EPA 'y
DHA'y el cociente I/S; el uso de STZ AGw-3 por 3 dias/semana presenta diferencias
(p<0.05) respecto a STZ en los AG linoleico, araquidonico y el cociente de fluidez,
siento éste ultimo, distinto tanto para STZ como CN; el ultimo tratamiento (STZ
AGw-3 7 dias/semana) genera diferencias (p<0.05) unicamente en el AG linolénico.
Los demas AG solo tienen diferencias numéricas, cabe resaltar, que en todos los
tratamientos el AG laurico no se presenta en ningun caso, por otra parte, los AG
poliinsaturados aumentan en conjunto con el aumento en las dosis, lo que afecta al
cociente de fluidez el cual es mayor en todos los casos que el grupo STZ sin

tratamiento, aunque solo es significativo para el grupo con 1 dia de tratamiento
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Tabla 7. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar normoglucémicas (CN), tratadas con acidos grasos
omega-3 (AGw-3), a 3 meses de edad.

0.05 0.07 + 0.04 0.05

Laurico 0.08 = + 0.01 0.09 + 0.04
Miristico 028 =+ 0.05 021 + 0.03 0.19 £ 001 * (0.25 + 0.06
Miristoleico 0.14 + 0.07 0.13 + 0.06 0.07 = 0.05 0.11 £ 0.06
Palmitico 19.19 £ 1.70 19.72 + 0.99 18.63 = 0.54 18.30 + 1.15
Palmitoleico 1.57 + 052 1.22 + 049 1.34 + 045 1.39 + 0.29
Estearico 16.28 + 267 1716 + 0.74 15.35 = 0.70 1470 + 1.33
Oleico 16.30 + 259 1488 + 252 16.63 + 1.72 17.65 + 1.88
Linoleico 18.39 + 2.05 16.28 + 264 16.52 + 0.92 18.21 = 1.09
Linolénico 0.33 = 0.47 0.27 + 0.04 0.29 = 0.06 0.70 £+ 018 *
Araquidénico 19.15 + 226 20.76 + 1.63 19.73 + 0.83 19.10 + 1.25
EPA 0.57 + 0.20 049 + 0.26 0.82 + 0.50 1.02 + 0.33
DHA 523 + 0.51 6.18 + 054 740 + 106 * 550 + 0.32
NI 249 = 0.18 261 + 0.33 297 + 0.28 2.66 + 0.39
I/S 1.73 £ 020 1.62 + 0.10 1.84 + 0.07 1.93 + 0.15

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S cociente de fluidez (acidos grasos insaturados
sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico sin tratamiento. n=4.
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Tabla 8. Composicién de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar diabéticas (STZ) y normoglucémicas (CN), tratadas
con acidos grasos omega-3 (AGw-3), a 3 meses de edad.

STZ STZ STZ

Tratamientos AGw-3 1 dia/semana

AGw-3 3 dias/semana AGw-3 7 dias/semana
Laurico 0.08 t+ 0.05 0.10 = 0.03 ND ND ND
Miristico 028 * 0.05 0.27 + 0.04 0.21 + 0.07 0.27 + 0.11 0.22 + 0.08
Miristoleico 0.14 = 0.07 0.21 = 0.09 ND ND 0.18 = 0.1
Palmitico 1919 + 1.70 19.67 + 1.17 20.30 + 3.91 19.89 + 3.38 18.18 + 1.44
Palmitoleico 157 = 052 191 = 042 1.23 + 0.91 0.95 + 0.78 0.97 + 044
Estearico 16.28 = 267 16.42 + 1.38 11.34 + 3.02 15.64 + 2.03 16.47 + 1.52
Oleico 16.30 * 2.59 15.92 + 1.12 1479 + 3.74 17.19 = 3.08 16.65 + 1.00
Linoleico 18.39 + 205 18.16 + 1.52 19.29 + 3.68 20.32 + 317 a 20.30 + 1.11
Linolénico 0.33 + 0.17 0.33 = 0.06 0.36 = 0.10 0.67 = 041 1.55 = 0.92 *¢
Araquidonico 19.15 * 2.26 18.51 + 0.52 2047 + 1.64 1537 + 369 a 16.39 = 218
EPA 0.57 + 020 0.66 = 0.11 370 + 082 * 504 + 290 *, 123 + 045
DHA 523 + 051 5.08 + 0.35 532 + 209 * 428 + 125 514 + 0.82
NI 249 + 0.18 276 = 046 426 + 1.49 3.79 + 150 2.69 = 073
I/S 173 £+ 0.20 1.67 %= 0.09 213 + 044 *q4 1.83 + 033 1.79 + 0.08

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, cociente de fluidez (4cidos grasos insaturados
sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. a p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo STZ. n=4.
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En la tabla 9 se observan los cambios en la composicion de AG a los 6 meses
de edad en el grupo inducido a diabetes con respecto al control, ambos sin
tratamiento, teniendo una diferencia significativa (p<0.05) en el AG palmitico. Este
grupo tiene un aparente incremento en el I/S, lo cual puede deberse al aumento

respecto al control de los AG oleico, EPA, DHA y un decremento en algunos AGS.

Tabla 9. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar
diabéticas (STZ) y normoglucémicas (CN), a 6 meses de edad.

Tratamientos CN STZ
Laurico 0.06 * 0.01 0.02 + 0.01
Miristico 0.22 + 0.04 028 + 0.05
Miristoleico 0.14 = 0.04 0.04 =+ 0.01
Palmitico 20.60 + 0.69 1895 + 096 *
Palmitoleico 1.80 + 043 151 + 081
Esteérico 13.88 + 192 1452 + 3.25
Oleico 18.15 = 1.48 19.03 + 1.49
Linoleico 1991 + 1.69 18.56 + 222
Linolénico 0.34 + 0.11 029 + 0.24
Araquidénico 17.13 + 167 17.38 + 242
EPA 0.90 * 0.20 110 %= 0.29
DHA 475 + 0.60 586 * 0.68
NI 210 = 0.22 246 * 037
I/S 1.83 + 0.17 190 + 0.20

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. n=4.

En la tabla 10 se presenta el grupo normoglucémico de 6 meses de edad y los
diferentes tratamientos con los acidos grasos omega 3 (por 0, 1, 3 6 7 dias/semana).
En dicha tabla se observa que el suministro de AGw-3 por 1 y 3 dias a la semana
presenta diferencias significativas (p<0.05) en el AG miristico, ademas estos dos
grupos son muy similares en cuanto a su composicion, ya que presentan pequefias
variaciones numericas que no repercuten en el cociente I/S. El tratamiento de AGw-
3 por 7 dias/semana tiene diferencias (p<0.05) en los AG miristico, palmitico y
palmitoleico con respecto al grupo control. Estos datos apuntan a que el
metabolismo de lipidos del higado es bastante constante y tiende a mantener su

composicidon de acidos grasos bastante cercana, lo cual es demostrado no sélo por
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cada uno de los acidos grasos analizados, sino que el cociente de insaturaciones
(I/S) también es aproximado entre los diferentes grupos. O bien podria significar que
el suplemento de acidos grasos omega 3, en ninguno de los esquemas de
dosificacion utilizados, causa modificaciones significativas en el metabolismo de

lipidos del higado de ratas normoglucémicas.

En la tabla 11 se puede observar el grupo STZ con sus respectivos
tratamientos y el CN a una edad de 6 meses. El tratamiento de AGw-3 1 dia/semana
tiene diferencias (p<0.05) en los AG miristoleico y araquiddnico, el primero respecto
al STZ y el segundo respecto al CN. Por otra parte, el tratamiento con AGw-3 de 3
dias/semana tiene diferencias significativas (p<0.05) respecto al CN en los AG
laurico y miristoleico; finalmente el tratamiento con AGw-3 de 7 dias/semana
presenta diferencias (p<0.05) el AG miristoleico y linolénico, el primero con el grupo
STZ y el segundo tanto al grupo STZ como el normoglucémico. La respuesta a la
edad de 6 meses fue muy heterogénea y eso se ve reflejado en las variaciones
numéricas del grupo, aunque estas diferencias no son significativas. Estas
variaciones se observan con mayor claridad en el cociente I/S en el cual se pueden
observar las variaciones en la composicion de AG. En el grupo se puede ver una
acumulacién del AG linolénico (fuente de omega 3 usada para el experimento)

conforme al aumento en los dias por semana del mismo tratamiento.
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Tabla 10. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar normoglucémicas (CN) tratadas con acidos grasos
omega-3 (AGw-3), a 6 meses de edad.
CN CN CN

Tratamientos

AGw-3 1 dia/semana AGw-3 3 dias/semana AGw-3 7 dias/semana
LAurico 006 * 0.01 0.06 + 0.03 0.04 =+ 0.01 0.05 + 002
Miristico 0.22 = 0.04 034 + 006 * (040 + 006 * 048 + 009 *
Miristoleico 014 + 0.04 020 = 0.10 0.18 =+ 0.06 0.15 + 0.09
Palmitico 2060 = 0.69 20.58 + 1.29 2119 + 1.15 2241 = 119
Palmitoleico 1.80 = 043 273 + 063 265 + 048 323 + o061 *
Estearico 13.88 + 1.92 12.67 + 1.80 1241 = 1.66 1150 + 123
Oleico 18.15 + 1.48 20.33 + 1.71 19.23 + 2.06 19.50 + 197
Linoleico 1991 + 1.69 19.14 + 2.16 18.23 + 230 1754 + 107
Linolénico 0.34 = 0.11 043 + 0.11 0.46 =+ 0.08 060 + 005
Araquidonico 17.13 = 1.67 1469 + 205 1541 + 132 15.01 + 1.06
EPA 090 + 0.20 085 + 0.30 0.75 + 0.28 0.67 + 0.15
DHA 475 + 0.60 493 + 1.03 545 + 062 544 + 054
NI 210 = 0.22 3.03 + 041 3.60 + 0.78 341 + 032
I/S 1.83 = 0.17 1.89 + 0.14 1.84 + 0.13 1.81 + 012

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S cociente de fluidez (4cidos grasos insaturados
sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico sin tratamiento. n=4.
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Tabla 11. Composicion de acidos grasos (mol %) de tejido hepatico de ratas Wistar diabéticas tratadas con acidos grasos omega-3
(AGw-3), a 6 meses de edad.

Tratamientos AGw-3 1Sc;||j§/semana AGw-3 S?j-l’ra%s/semana AGw-3 7?1?;Zs/semana
Laurico 0.06 =+ 0.01 0.02 + o0.01 0.04 + 0.03 0.03 + 001 * 0.06 + 0.03
Miristico 0.22 <+ 0.04 0.28 + 0.05 0.31 = 0.06 0.28 = 0.10 0.27 = 0.04
Miristoleico 0.14 <+ 0.04 0.04 + 0.01 0.11 = 009 a 0.03 + 0.02 * 022 + 004 a
Palmitico 2060 =+ 0.69 18.95 + 096 * 19.01 + 1.54 18.89 = 1.20 19.53 + 0.66
Palmitoleico 1.80 = 043 1.51 + 0.81 242 + 1.15 1.58 + 067 1.83 + 0.88
Esteérico 13.88 + 1.92 1452 + 3.25 12.61 = 0097 1412 = 1.99 15.22 + 248
Oleico 18.15 + 1.48 19.03 + 149 18.86 = 1.24 18.25 + 3.12 16.67 + 2.53
Linoleico 19.91 = 1.69 18.56 =+ 222 21.03 + 1.56 2113 + 1.14 18.64 + 232
Linolénico 0.3 + 0.1 0.29 + 024 0.84 + 058 052 + 0.18 147 + 095 *a
Araquidonico  17.13 = 1.67 17.38 = 242 1435 + 135 * 1495 = 200 17.23 + 125
EPA 0.90 <+ 0.20 110 =+ 0.29 1.06 + 035 0.90 + 045 094 + 033
DHA 475 + 0.60 586 + 0.68 520 = o067 6.09 + 0.79 512 + 0.56
NI 210 + 022 246 = 0.37 418 + 274 323 = 0.20 280 + 0.26
I/S 1.83 = 0.17 190 =+ 0.20 201 = 0.19 191 = 0.11 1.78 + 0.18

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S cociente de fluidez (acidos grasos insaturados
sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. a p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo STZ. n=4.
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8.2 Composicion de acidos grasos de mitocondrias hepéticas de ratas
Wistar

Se analiz6 la composicidén de acidos grasos de mitocondrias hepaticas con la
finalidad de observar si existen cambios entre los organismos normoglucémicos, los
inducidos a diabetes mellitus tipo 2 y organismos con tratamiento de AGw-3 (alfa-

linolénico) durante el crecimiento de los animales y el desarrollo de la diabetes.

En la tabla 12 se puede ver la composicion de AG de mitocondrias de higado
a un mes de edad, tanto del grupo normoglucémico (CN) como del inducido a
diabetes (STZ) durante el primer mes de edad. En este grupo hay diferencias
significativas (p<0.05) en la concentracion del AG estearico, con respecto al
primero. En la tabla se ven los cambios generados por la DM2, de entre los cuales
destaca la disminucién en el cociente de fluidez, la ausencia de los AG laurico y
linolénico y un aumento en los AGS, ademas de presentar una heterogeneidad muy

alta entre los organismos del grupo STZ.

La tabla 13 muestra la composicion de acidos grasos de mitocondrias
hepaticas de los grupos CN y STZ a 3 meses de edad. En dicha tabla se puede
observar que existe una diferencia significativa (p<0.05) en el AG laurico, ya que se
observa un aumento respecto al CN. También se presenta un aumento (de manera
numeérica) en la concentracion de AG saturados en el grupo STZ, principalmente en
los AG miristico y palmitico, también hay una reduccién discreta en los AG
insaturados en todo el grupo, lo cual se ve reflejado en el cociente I/S, con una
reduccion de casi todo el grupo STZ respecto al CN y una disminucion en el cociente
de fluidez (I/S).
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Tabla 12. Composicion de acidos grasos (mol %) de mitocondrias hepaticas de ratas
Wistar diabéticas (STZ y normoglucémicas (CN), a 1 mes de edad.

Tratamientos CN STZ
Laurico 0.04 + 0.03 ND
Miristico 0.30 + 0.1 0.46 = 0.24
Miristoleico 0.12 + 0.06 0.16 + 0.07
Palmitico 18.51 + 0.83 18.96 + 1.81
Palmitoleico 1.23 = 0.62 0.92 + 052
Estearico 20.05 t 0.72 2264 + 123 *
Oleico 13.44 + 1.01 12.98 + 097
Linoleico 17.06 = 1.19 16.21 + 1.61
Linolénico 0.09 = 0.01 ND
Araquidénico 16.65 = 1.75 15.74 + 1.74
EPA 0.27 * 0.10 0.36 = 0.25
DHA 8.22 + 0.75 8.67 + 1.28
NI 401 £ 204 244 + 085
I/S 1.47 = 0.11 1.33 + 0.15

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S,
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. n=4.

Tabla 13. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas
Wistar diabéticas (STZ y normoglucémicas (CN), a 3 meses de edad.

Tratamientos CN STZ
Laurico 0.09 + 0.02 0.16 + 0.05 *
Miristico 0.22 + 0.05 0.25 + 0.04
Miristoleico 0.15 + 0.07 0.11 + 0.06
Palmitico 16.90 = 1.18 17.26 = 1.18
Palmitoleico 0.55 + 034 045 + 032
Estearico 23.68 * 0.81 2348 + 1.09
Oleico 13.34 + 1.80 14.07 = 1.33
Linoleico 15.69 + 0.88 16.37 + 0.91
Linolénico 0.15 + 0.03 0.17 + 0.04
Araquiddnico 21.97 + 1.93 20.06 + 2.14
EPA 042 = 0.24 0.31 = 0.19
DHA 552 + 042 5.33 + 0.31
NI 1.30 + 042 198 + 0.75
I/S 141 = 0.07 1.39 + 0.10

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. n=4.
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En la tabla 14 se encuentran los datos del grupo CN y sus respectivos
tratamientos a los 3 meses de edad. El suplemento de AGw-3 por 1 dia/semana
cambia la composicion de manera significativa (p<0.05) del AG palmitico,
aumentando los mol % comparado al grupo sin tratamiento (CN), ademas el
cociente I/S tiene una reduccioén por debajo del grupo CN; el tratamiento con AGw-
3 por 3 dias/semana es significativamente diferente (p<0.05) en los AG linoleico,
araquiddnico y DHA respecto al grupo CN, siendo mayor los AG araquiddnico y
DHA. Numéricamente todos los AG insaturados de cadena larga presentan una
mayor cantidad de mol % que CN, por otra parte, el coeficiente de fluidez es menor
comparado con el grupo sin tratamientos; finalmente el grupo AGw-3 por 7
dias/semana presenta diferencias (p<0.05) en los AG laurico y oleico siendo estos
menores respecto al grupo CN. La mayoria de los AG insaturados tienen reduccion
en los mol % respecto al control. Lo anterior se refleja en el cociente I/S que es

menor que en el grupo sin tratamiento, aunque no de manera significativa.

La tabla 15 muestra la composicion de acidos grasos del grupo STZ y sus
tratamientos (STZ con AGw-3 por 1 dia/semana, 3 dias/semana o 7 dias/semana)
a los 3 meses de edad y a su vez una comparaciéon de los 4 grupos (STZ y sus
tratamientos) con el CN del respectivo mes. El grupo STZ con AGw-3 por 1
dia/semana tiene diferencias significativas (p<0.05) tanto para el CN como STZ (sin
tratamiento) en los AG miristico, estearico, linoleico y en el cociente de fluidez,
ademas de no haber sido detectado el AG laurico; el suministro de AGw-3 por 3
dias/semana tiene diferencias significativas (p<0.05) en el AG araquidénico, éste
grupo también tiene ausencia de un AG, en éste caso el EPA; el grupo STZ con
AGw-3 por 7 dias/semana es diferente (p<0.05) respecto a CN y STZ en el AG
laurico y miristico, por otra parte, el oleico con el grupo STZ y el linoleico con CN.
La edad de 3 meses es muy heterogénea tanto en los grupos normoglucémicos
como en los inducidos a diabetes, ya que tiene muchas variaciones numéricas el
cociente de fluidez el cual en apariencia marca una reduccion conforme al aumento

de los AGw-3; si bien tales variaciones no constituyen diferencias estadisticas.
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Tabla 14. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas Wistar normoglucémicas (CN), tratadas con acidos
grasos omega-3 (AGw-3), a 3 meses de edad.
CN CN CN

Tratamientos

AGw-3 1 dia/semana AGw-3 3 dias/semana AGw-3 7 dias/semana
Laurico 0.09 = 0.02 0.10 * 0.06 ND 0.03 + 0.02 *
Miristico 0.22 + 0.05 0.18 = 0.03 0.14 * 0.04 0.12 + 0.01
Miristoleico 0.15 + 0.07 0.19 = 0.07 0.07 * 0.04 0.10 = 0.04
Palmitico 16.90 + 1.18 1879 + 063 * 18.13 + 1.30 1585 = 0.76
Palmitoleico 0.55 + 034 0.77 + 051 0.66 = 0.40 0.26 + 0.1
Estearico 23.68 * 0.81 23.12 + 152 2092 + 295 25.29 + 058
Oleico 13.34 + 1.80 13.71 = 1.40 12.33 = 1.40 10.27 = 117 *
Linoleico 1569 + 0.88 15.57 + 1.02 1794 + 09 * 1511 + 1.53
Linolénico 0.15 + 0.03 0.17 + 0.08 0.22 + 0.12 0.18 + 0.03
Araquidonico 21.97 + 193 2021 = 235 19.27 + 213 2479 + 149
EPA 042 + 024 0.26 + 0.16 1.02 + 047 0.41 + 0.23
DHA 552 + 042 5.62 + 0.84 728 + 1.08 * 5.96 + 0.67
NI 1.30 = 042 1.30 + 037 1.97 + 0.29 1.63 + 047
I/S 141 = 0.07 1.34 + 0.07 152 + 025 1.38 = 0.05

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, cociente de fluidez (acidos grasos insaturados
sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico sin tratamiento. n=4.
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Tabla 15. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas Wistar diabéticas (STZ), tratadas con acidos
grasos omega 3 (AGw-3), a 3 meses de edad.

Tratamientos DUz eIz eIz

AGw-3 1 dia/semana AGw-3 3 dias/semana  AGw-3 7 dias/semana
Laurico 0.09 = 0.02 0.16 + 005 * ND 0.09 + 0.06 0.03 = 0.01 *q
Miristico 0.22 + 0.05 0.25 + 0.04 0.14 + 002 *a¢ 0.23 = 0.1 0.08 + 0.01 *q
Miristoleico 0.15 = 0.07 0.11 + 0.06 0.10 = 0.02 0.14 + 0.05 0.20 + 0.03
Palmitico 16.90 + 1.18 17.26 + 1.18 16.95 + 1.48 17.33 + 1.85 16.28 + 1.14
Palmitoleico 0.55 + 0.34 045 + 032 1.00 + 0.58 091 = 0.75 0.85 + 0.09
Esteérico 23.68 + 0.81 2348 = 1.09 1998 * 094 *q 2255 * 0.83 2468 + 1.19
Oleico 13.34 + 1.80 14.07 + 1.33 13.72 + 1.42 1324 + 134 1154 + 074 «
Linoleico 1569 + 0.88 16.37 = 0.91 1949 + 176 *a 1851 + 260 18.04 + 134 *
Linolénico 0.15 = 0.03 0.17 + 0.04 0.14 + 0.08 0.14 + 0.03 0.16 = 0.06
Araquidonico 21.97 + 193 20.06 + 214 20.68 + 2.05 1852 + 211 * 2054 + 188
EPA 042 = 024 0.31 = 0.19 0.37 = 0.30 ND 052 + 0.23
DHA 552 + 042 5.33 + 0.31 525 = 0.50 513 + 0.37 432 + 157
NI 1.30 = 042 198 + 0.75 212 £ 0.50 268 = 043 276 = 233
I/S 141 = 0.07 1.39 + 0.10 164 * 012 *q 143 = 012 1.37 = 0.15

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, cociente de fluidez (4cidos grasos insaturados
sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. a p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo STZ. n=4.
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En la tabla 16 se puede observar la comparacion en la composicion de AG
entre el grupo normoglucémico y el inducido a diabetes a los seis meses de edad.
En ella se ven diferencias significativas (p<0.05) en los AG laurico y linoleico. En
este grupo se ve una caracteristica de la diabetes sobre la membrana, la cual es

reducir la fluidez, reflejado en el cociente I/S.

Tabla 16. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas

Wistar diabéticas (STZ) y normoglucémicas (CN), a 6 meses de edad.
Tratamientos CN STZ

Laurico 0.09 = 0.04 0.02 = 0.01 *
Miristico 0.25 = 0.04 0.25 + 0.05
Miristoleico 0.08 = 0.05 0.11 = 0.05
Palmitico 16.50 + 0.91 18.97 + 1.69
Palmitoleico ND 0.51 + 043
Estearico 2134 + 125 2180 * 372
Oleico 1243 + 0.79 1454 + 1.59
Linoleico 18.09 + 0.92 1488 + 117 *
Linolénico 0.10 = 0.05 0.13 + 0.04
Araquidénico 23.00 + 1.40 2119 + 1.88
EPA 0.21 + 0.09 0.36 + 0.26
DHA 534 + 0.86 529 + 044
NI 199 + 041 1.82 + 040
I/S 1.57 + 0.14 1.39 = 0.17

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S
cociente de fluidez (acidos grasos insaturados sobre saturados).
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. n=4.

El grupo normoglucémico de 6 meses de edad con sus respectivos
tratamientos (tabla 17) se comporta de manera similar con los tratamientos de 1y 3
dias por semana con AGw-3, por otra parte, el suministro de AGw-3 por 7 dias a la
semana muestra diferencias (p<0.05) en los AG palmitico, linoleico y araquiddnico.
En este grupo se puede observar una tendencia a la reduccién del I/S conforme

aumentan las dosis por semana de AGw-3.
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Tabla 17. Composicién de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas Wistar normoglucémicas (CN), tratadas con acidos
grasos omega 3 (AGw-3), a 6 meses de edad. (AGw-3).
CN CN CN

Tratamientos

AGw-3 1 dia/semana AGw-3 3 dias/semana AGw-3 7 dias/semana
Laurico 0.09 + 0.04 0.10 = 0.02 0.08 + 0.03 0.12 = 0.02
Miristico 0.25 = 0.04 0.24 + 0.03 0.27 + 0.08 0.31 = 0.05
Miristoleico 0.08 + 0.05 0.09 + 0.05 0.11 = 0.07 0.16 = 0.12
Palmitico 16.50 + 0.91 17.72 + 1.91 17.86 + 0.81 1962 + 103 *
Palmitoleico ND 0.73 = 042 0.81 = 047 1.26 + 0.69
Estearico 2134 + 125 19.78 + 1.68 20.39 + 155 21.30 = 229
Oleico 12.43 + 0.79 12.42 + 3.41 13.64 + 1.41 13.82 + 0.87
Linoleico 18.09 + 0.92 1773 = 1.66 15.94 + 205 1479 + 129 *
Linolénico 0.10 = 0.05 0.14 = 0.07 0.20 = 0.04 0.16 = 0.08
Araquidonico 23.00 + 140 21.38 + 266 20.67 + 1.59 1944 + 212 *
EPA 0.21 + 0.09 0.35 + 0.20 0.28 + 0.13 0.40 = 0.11
DHA 5.34 + 0.86 5.65 + 1.01 5.89 + 0.64 592 + 0.51
NI 1.99 + 041 3.68 + 228 3.85 + 2.04 271 + 048
I/S 1.57 + 0.14 1.55 = 0.05 1.50 + 0.12 1.36 + 0.16

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, cociente de fluidez (acidos grasos insaturados
sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico sin tratamiento. n=4.
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Finalmente, la tabla 18 contiene los datos de la composicion de acidos grasos
de mitocondrias hepaticas de ratas de 6 meses de edad correspondientes al grupo
STZ con sus respectivos tratamientos, comparados contra el control STZ (sin AGw-
3) y el CN. En el tratamiento de AGw-3 por 1 dia a la semana se puede observar
que hay diferencias significativas (p<0.05) en los AG miristico y linoleico respecto a
los grupos STZ y CN, el porcentaje de composicion del AG miristico es menor que
ambos grupos y el linoleico es mayor que ambos grupos. El AG araquidonico es
significativamente diferente (p<0.05) al grupo CN. ElI AG palmitico y el cociente I/S
son significativamente (p<0.05) diferentes al grupo CN. En éste grupo los AGw-3
aumentan discretamente respecto a CN y STZ; el tratamiento con AGw-3 por 3
dias/semana tiene diferencias significativas (p<0.05) en los grupos STZ y CN en los
AG miristico, linoleico y el araquidonico respecto al grupo normoglucémico y el
palmitico y el cociente de fluidez respecto al grupo STZ; la dosis de AGw-3 por 7
dias a la semana genera un cambio significativo (p<0.05) en los AG laurico y
linoleico con STZ, el AG miristico y linolénico son diferentes (p<0.05) al grupo CN y
STZ, finalmente el AG EPA y el cociente I/S presentan diferencias significativas con
respecto al grupo normoglucémico. A los 6 meses, los tratamientos con AGw-3
cambian la composicion de las membranas mitocondriales, ya que se observa que

el cociente I/S, tiene valores similares a los encontrados en el grupo CN.
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Tabla 18. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias hepaticas de ratas Wistar diabéticas (STZ), tratadas con acidos
grasos omega 3 (AGw-3), a 6 meses de edad.
STZ STZ STZ

Tratamientos

AGw-3 1 dia/semana AGw-3 3 dias/semana AGw-3 7 dias/semana
Laurico 0.09 * 0.04 0.02 + 001 * 0.06 £ 0.05 0.04 + 0.03 0.08 + 003 «
Miristico 0.25 + 0.04 0.25 + 0.5 0.16 + 003 *a 018 + 006 * 0.16 * 002 *a
Miristoleico 0.08 + 0.05 0.11 + 0.05 0.13 = 0.09 0.10 + 0.06 0.11 + 0.03
Palmitico 16.50 + 0.91 18.97 + 1.69 16.36 + 085 @ 1796 + 1.42 16.23 + 1.43
Palmitoleico ND 0.51 + 043 0.71 + 0.51 1.19 + 0.70 0.63 + 0.53
Esteérico 2134 + 125 21.80 = 3.72 20.52 + 1.80 20.37 = 1.11 2155 + 1.41
Oleico 1243 = 0.79 1454 + 159 13.88 + 1.08 13.56 + 1.24 1245 + 1.73
Linoleico 18.09 + 092 1488 + 117 * 2166 + 131 *a 2014 + 132 @ 2001 + 187 «
Linolénico 0.10 + 0.05 0.13 = 0.04 0.16 + 0.08 0.14 + 0.04 027 + 011 *a
Araquidénico 23.00 + 140 2119 * 188 1848 + 268 * 1820 + 18 * 2064 + 134
EPA 0.21 + 0.09 0.36 + 0.26 0.38 + 0.15 0.53 + 022 * 043 * 011 *
DHA 5.34 + 0.86 529 + 044 5.39 + 0.36 548 + 1.82 590 + 0.62
NI 1.99 + 041 1.82 + 0.40 210 + 057 2.09 + 0.80 154 + 072
I/S 1.57 + 0.14 1.39 + 0.7 164 + 014 @ 155 + 008 @ 159 + 0.10

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, cociente de fluidez (4cidos grasos insaturados
sobre saturados); ND, no detectado.
* p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo normoglucémico. a p<0.05 diferencia significativa respecto al grupo STZ. n=4.
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8.3 Cociente de fluidez de tejido hepatico comparado con sus respectivas

mitocondrias

Con la finalidad de saber qué tanto variaba la composicién de AG entre el tejido
hepatico total y las mitocondrias hepaticas, se realizé un analisis comparando los

cocientes de fluidez de tejido.

La figura 2 muestra dicha comparacion a un mes de edad, en la cual se ve que
en ambos grupos (A y B) las mitocondrias son significativamente diferentes (p<0.05)
respecto al tejido. En el grupo STZ se puede notar que el cociente es menor tanto
para higado como para mitocondrias, el cual es un comportamiento normal en dicho

grupo, ya que como se sabe la diabetes altera la fluidez de la membrana.
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Figura 2. Cociente de fluidez (I/S) de tejido hepatico (TEJ) comparado con sus
respectivas mitocondrias (MIT), grupo normoglucémico CN y grupo inducido a diabetes
(STZ), a un mes de edad.

A) a, p<0.05 respecto al tejido de procedencia; B) b, p<0.05 respecto al tejido de
procedencia. n=4.
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Los cocientes de fluidez del grupo de 3 meses de edad, tanto
normoglucémicos e inducidos a diabetes y los respectivos tratamientos de cada
grupo se pueden observar en la figura 3. El en caso de los nhormoglucémicos, todos
los tratamientos en mitocondrias presentan diferencias significativas (p<0.05) con
sus respectivos al tejido de procedencia. En el tejido, se ve una tendencia a
aumentar la fluidez conforme aumenta el suministro de los AGw-3, mientras que en
las mitocondrias se ve mucha heterogeneidad entre tratamientos; en el caso de los
organismos inducidos a diabetes (STZ), todas las mitocondrias presentan
diferencias significativas (p<0.05) con sus respectivos grupos de tejido, y aun mas,
se ve una misma tendencia, el tratamiento de AGw-3 1 dia por semana, aumenta el
cociente I/S muy por encima del grupo 0 y a partir de éste aumento, se denota una

disminucién en el mismo cociente conforme aumentan las dosis.
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Figura 3. Cociente de fluidez (I/S) de tejido hepatico (TEJ), mitocondrias (MIT) de
higado y sus respectivos tratamientos.

0: Sin tratamiento 1: AGw-3 1 dia/semana; 3: AGw-3 3 dias/semana; 7: AGw-3 7
dias/semana. Grupo normoglucémico CN y grupo inducido a diabetes (STZ) a tres
meses de edad.

A) a, b, c y d, p<0.05 respecto al tejido de procedencia; B) e, f, g y h, p<0.05 respecto
al tejido de procedencia. n=4.
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En el tratamiento por de 6 meses (figura 4), a su vez, las mitocondrias y sus
tratamientos presentan diferencias significativas (p<0.05) respecto a los tejidos de
donde proceden. El grupo normoglucémico presenta un comportamiento similar en
mitocondria y en tejido, aumentando el cociente en el primer esquema de
tratamiento (grupo 1), dicho cociente disminuye conforme aumenta la dosis de AGw-
3, dicho “patréon” también se presenta en las mitocondrias; el grupo TEJ de STZ
muestra una tendencia similar a las mitocondrias del grupo CN, en el cual, el
tratamiento de 1 dia por semana genera un aumento en el I/S y el consumo con mas
frecuencia de AGw-3 genera una disminucion en el mismo, por otra parte, en las
mitocondrias de STZ el efecto de los AGw-3 es muy variado, se observa un aumento

en todos los tratamientos (0, 1, 3y 7).

2.2 1

: ‘o
LT T iﬁgi
L

/'S

1.4 4

1.2

10 L T T L L]

0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 1 3 7

TEJ MIT TEJ MIT
CN STZ

Figura 4. Cociente de fluidez (I/S) de tejido hepatico (TEJ), mitocondrias (MIT) de
higado y sus respectivos tratamientos.

0: Sin tratamiento 1: AGw-3 1 dia/semana; 3: AGw-3 3 dias/semana; 7: AGw-3 7
dias/semana. Grupo normoglucémico CN y grupo inducido a diabetes (STZ) a seis
meses de edad.

A) a, b, c y d, p<0.05 respecto al tejido de procedencia; B) e, f, g y h, p<0.05 respecto
al tejido de procedencia. n=4.
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8.4 Efecto de los &acidos grasos omega-3 en la lipoperoxidacion en

mitocondrias hepéaticas de ratas Wistar

La lipoperoxidacion en el grupo STZ a un mes de edad (figura 5) es
significativamente diferente (p<0.05) al normoglucémico, dejando en claro que la
diabetes aumenta la produccién de radicales libres y por ende la lipoperoxidacion

en las ratas, el aumento es casi el doble del CN
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Figura 5. Lipoperoxidacion, evaluada como cantidad de MDA (nmol/mg proteina) en
mitocondrias hepéaticas, grupo normoglucémico (CN) e inducido a diabetes (STZ), a 1
mes de edad.

* p<0.05. n=4.

MDA: malondialdehido.
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A los tres meses de edad (figura 6) en el grupo normoglucémico aumenta la
lipoperoxidacién conforme aumentan las dosis por semana de AGw-3, son
significativamente diferentes (p<0.05) los tratamientos con 3 y 7 dias por semana.
Cabe destacar que el tratamiento con AGw-3 3 dias/semana genera mayor
produccion de lipoperoxidos; en el caso de los inducidos a diabetes, los AGw-3
generan una menor produccion de lipoperoxidos, el tratamiento de 1 dia por semana
es significativamente distinto (p<0.05) al control diabético (STZ 0) y al
normoglucémico sin tratamiento (CN 0), por otra parte el tratamiento con AGw-3 de

7 dias por semana unicamente es diferente (p<0.05) con el tratamiento 0 de CN.
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Figura 6. Lipoperoxidacion, evaluada como cantidad de MDA (nmol/mg proteina) en
mitocondrias hepaticas, grupo normoglucémico (CN) e inducido a diabetes (STZ),
tratadas con acidos grasos omega-3 (AGw-3), a 3 meses de edad.

1: AGw-3 1 dia/semana; 3: AGw-3 3 dias/semana; 7: AGw-3 7 dias/semana.
* p<0.05 diferencia significativa respecto a CN; a p<0.05 diferencia significativa respecto
al grupo STZ. n=4.

MDA: malondialdehido.
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A los 6 meses (figura 7) se puede observar que los tratamientos con AGw-3
sin importar el grupo, disminuyen la cantidad de MDA.. En el grupo CN, el tratamiento
7, es significativamente diferente (p<0.05) respecto al tratamiento O; en el caso del
grupo STZ, el suministro de AGw-3 en todos los esquemas de dosificacion,
presentan diferencias significativas (p<0.05) respecto al grupo sin tratamiento (0 de
STZ), a su vez, este grupo (0 de STZ) es diferente al grupo normoglucémico sin
tratamiento. De forma general a los 6 meses los AGw-3 se reduce la
lipoperoxidacién sin importar si el organismo es normoglucémico o diabético. Cabe
resaltar que en el grupo diabético el consumo de AGw-3 restablece a valores
“normales” sin importar cuantas veces se consuma a la semana ya que no presenta

diferencias significativas respecto al grupo 0 de CN.
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Figura 7. Lipoperoxidacion, evaluada como cantidad de MDA (nmol/mg proteina) en
mitocondrias hepaticas, grupo normoglucémico (CN) e inducido a diabetes (STZ),
tratadas con acidos grasos omega-3 (AGw-3), a 6 meses de edad.

0: Sin tratamiento 1: AGw-3 1 dia/semana; 3: AGw-3 3 dias/semana; 7: AGw-3 7
dias/semana.

* p<0.05 diferencia significativa respecto a CN; a p<0.05 diferencia significativa respecto
al grupo STZ. n=4.

MDA: malondialdehido.
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8.5 Correlacidn lipoperoxidacion — coeficiente de fluidez de mitocondrias

hepatica

Durante el primer mes de vida de las ratas Wistar, la correlacion entre I/S y
MDA en nmol/mg de proteina (tabla 19) se comporta de manera negativa para el
CN vy positiva para las ratas inducidas a DM2, indicando que la composicion de
acidos grasos a esta edad en particular tiene una alta relacion con el dafo por

radicales libres a los lipidos en los organismos del grupo STZ

A los 3 meses de edad, en el grupo CN, las ratas sin tratamiento muestran aun
una correlacion negativa, pero en menor cantidad que a un mes, y los tratamientos
aumentan dicha correlacion a valores positivos, cabe destacar que el tratamiento de
AGw-3 por 3 dias por semana presenta una correlacion positiva de casi 1. En el
caso de las ratas con DM2 (STZ) es muy heterogéneo el comportamiento en las
correlaciones, predominando los valores negativos en todos los casos menos la de

3 dias por semana.

Finalmente en los grupos de 6 meses las ratas normoglucémicas, son muy
heterogéneas, teniendo una correlacién positiva cuando no consumen los AGw-3 y
cuando consumen 7 dias por semana los mismos, éste ultimo es una correlacién
cercana 1.0, indicando que hay un mayor daio por radicales libres en lipidos, por
otra parte, en las ratas del grupo STZ predomina una correlacion muy cercana a 0
en todos los casos, indicando que la lipoperoxidacion y el cociente de fluidez tienen

algo que ver, pero no en gran medida.
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Tabla 19. Coeficiente de correlacion de la lipoperoxidacién en funcion de el cociente de
fluidez (insaturados entre saturados) de mitocondrias, todos los grupos experimentales.

Tratamientos

- Fdad  conaGws SN STZ
1 mes ST -0.45 0.86
0 dias/semana -0.20 -0.64
3 meses 1 dias/semana 0.15 -0.13
3 dias/semana 0.87 0.38
7 dias/semana 0.21 -0.24
0 dias/semana 0.19 -0.35
6 meses 1 dias/semana -0.63 0.20

3 dias/semana -0.20 -0.04
7 dias/semana 0.89 -0.36

Eje de las X el cociente de fluidez y el eje Y la concentracion MDA (nmol/mg proteina).
CN: Grupo normoglucémico; STZ: Grupo inducido a diabetes mellitus tipo 2; ST: Sin
tratamiento.
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9 DISCUSION

En este trabajo se evaluo6 el efecto del desarrollo de la diabetes tipo 2 sobre la
composicidn de acidos grasos de la mitocondria, asi como el efecto de diferentes
esquemas de dosificacion de acidos grasos omega-3 (esporadico, regular y cronico)
durante el desarrollo de la diabetes y desde luego, su efecto sobre la composicién
de acidos grasos de las mitocondrias de higado. Asimismo, se hizo una evaluacién
del estrés oxidativo, medido a través de MDA, que se obtuvo en cada uno de los
grupos experimentales referidos en la seccion de resultados. Para este trabajo se
generé un modelo de diabetes tipo 2 que ya ha sido descrito previamente
(Vicenteno, 2018). Los resultados aqui mostrados son parte de un proyecto con
objetivos mas amplios y que necesito la participacion de varios miembros del equipo

de trabajo para cubrirlos todos.

9.1 Composicion de acidos grasos de higado

La composicion de lipidos de las membranas es de suma importancia ya que
como se sabe tiene un papel importante en la regulacion de la funcién celular,
ademas de que determinan muchas propiedades a dicha membrana (como la
fluidez) y son indispensables para el funcionamiento adecuado de casi todos los
tipos celulares (Triall y Wick, 1984). Dichos lipidos (principalmente fosfolipidos),
tienen como caracteristica principal la presencia de AG como uno de los
componentes principales. En nuestro estudio encontramos que la composicién de
AG del tejido hepatico es similar en los grupos CN y STZ (individualmente
hablando). Este comportamiento es consistente con el modelo de diabetes que
desarrollamos el cual es de hiperglucemia ligera, que reproduce las etapas iniciales
del desarrollo de la diabetes (Vicentefio, 2018). Ademas, conocemos que el higado
es uno de los 6rganos con mayor plasticidad y resistencia a las alteraciones
metabdlicas, razén por la cual el hecho de que tengan composiciones de acidos

grasos similares es comprensible.
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Durante el desarrollo de la DM2, la composicion de AG es relativamente la
misma, sin embargo, los AGS de cadena media y larga (laurico, miristico y palmitico)
del grupo STZ presentan un aumento (ver tablas 5, 6 y 9), lo cual es coherente con
una disminucidn en la actividad de desaturasas como ha sido postulado
previamente por Ntambi (1999). Estos cambios pueden atribuirse a la alteracion del
metabolismo de los lipidos generados por la DM2 y como consecuencia, cambia la
composicidon AG de las ratas Wistar, dichos cambios pueden observarse de mejor
manera en las caracteristicas fisiologicas de las ratas, destacando entre ellas la
pérdida de peso, pérdida del control de la glucemia y aumento de los TG en plasma
(Vicenteno, 2018). Estos cambios (en nuestro caso la composicion de los AG)
repercuten en el cociente de fluidez (I/S), el cual de manera general se ve reducido
en los animales inducidos a DM2, debido a que la diabetes mellitus per se genera
una disminucion en la fluidez de las membranas (incluyendo citoplasmatica) y
aumenta la cantidad de acidos grasos saturados en los sistemas membranosos,

coincidiendo con lo propuesto por Pilon (2016).

Los cambios en la composicion de AG de la membrana citoplasmatica,
pueden generar multiples efectos a nivel celular, como puede ser la reduccion en la
sensibilidad a la insulina por parte de sus receptores. Grunfeld et al. (1981),
Borkman et al. (1993) y Ginsberg et al. (2005), trabajaron con musculo esquelético
y demostraron que la composicion de AG de los fosfolipidos repercute en la
sensibilidad a la insulina, cambia las propiedades fisicoquimicas de la membrana,
y, ademas, el mismo cambio generado por la DM en la membrana, altera la propia

integracion y funcionamiento de los glucotransportadores.

Las alteraciones en el metabolismo de lipidos generadas por la DM incluyen
la accion de la insulina, ya que, de forma normal, la insulina bloquea la produccién
de glucosa, inhibe la gluconeogénesis y la glucogendlisis (Saltiel, 2001) dando pie

a la glucdlisis.
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Una de las funciones de la insulina en el higado es el cambio en el
metabolismo de lipidos pasando de oxidacion a sintesis cuando se tiene un exceso
de los nutrientes de la dieta (Stryer et al., 2015), siendo esto esencial para la
homeostasis energética. Estas variaciones en la regulacion energética producida
por la diabetes se pueden seguir a través de la concentracion de glucosa sanguinea,
en el cual se puede observar que la glucemia aumenta conforme pasa el tiempo en
el grupo STZ, en adicion, en el mismo trabajo de Saltiel (2001), se puede ver otra
alteracion en el metabolismo de lipidos en la concentracion de triglicéridos en
sangre, en el cual, se observa el mismo comportamiento (un aumento en la
concentracion). De tal manera que al estar alterado el metabolismo de lipidos y
estos al ser componentes esenciales la célula y por ende para las membranas,

afectaran a éstas.

Otro posible cambio es en la funcidn de las enzimas desaturasas, como son la
A6 y A9, se sabe que la insulina regula la actividad de esas enzimas en los
organismos normoglucémicos y en condiciones donde la glucemia aumenta, dichas
enzimas pierden eficiencia (Ramesh et al., 2007). Nuestros resultados apuntan a
una baja actividad en la enzima A9-desaturasa ya que de manera general se ve un
aumento en la concentracion de AG saturados de cadena media en las ratas
inducidas a diabetes sin tratamiento (ver tablas 5, 6 y 9), lo cual indica que la enzima
A9-desaturasa se esta viendo afectada de alguin modo. Estos cambios en la
proporcion de AGS y los AGI tienen como consecuencia un cambio en las
propiedades fisicoquimicas de las membranas, uno de esos cambios se puede
teorizar por el cociente de fluidez, el cual se ve reducido a edades tempranas y

juveniles de las ratas diabéticas.

En los organismos normoglucémicos sometidos a los tratamientos (1, 3y 7
dias/semana de AGw-3) de 3 meses de edad (tabla 7) se puede observar una
reduccion aparente en los AG de cadena larga (miristico y palmitico), esto puede
deberse a que los AGw-3, generan de alguna forma que los AG de cadena larga se
vean modificados por la enzima A9-desaturasa (Ramesh et al., 2007) que en el
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grupo STZ, aparentemente perdia afinidad. Sin embargo, en las ratas inducidas a
diabetes (tabla 8) se observa lo opuesto, mostrando un comportamiento que apunta
a la reduccién de los mismos AG de cadena media (laurico) y de cadena larga
(miristico, miristoleico, palmitico y palmitoleico) y en adicion, el AG araquidonico
también se ve una reduccion conforme va aumentando el consumo de los AGw-3.
La reduccién en los AGI de cadena media se puede explicar por la misma pérdida
de afinidad de la A9-desaturasa puesto que aun existe el sustrato para convertir un
AGS a uno insaturado. En el caso del AG araquidénico, como se sabe, es precursor
de muchas moléculas de gran importancia metabdlica y a su vez, es una molécula
estimuladora en algunos procesos de expresion génica por medio de PPARSs, en el
caso particular de acido araquidonico se conoce de manera extensa que estimula
la liberacion de insulina de los islotes de Langerhans (Jones et al., 2004), por lo
tanto si no existe dicha estimulacién para la liberar insulina al medio, la glucemia
deberia de tener un aumento, dicha suposicion coincide con las lecturas de la

glucemia realizadas (Vicentefio, 2018).

La composicion de los acidos grasos insaturados de la membrana ha sido
ampliamente estudiada, y se da a notar que los AG generan un cambio en las
propiedades de la membrana, mejorando la sefializacidn por parte de la célula a la
insulina y por ende tener una regulacién energética mejor. En ratas Goto-Kakizaki
dosificadas con AG araquiddnico, se demostré que se mejoraba drasticamente la
sensibilidad a la insulina por parte de los receptores (Song et al., 2003) y en
particular con los AGw-3, la reduccion en la concentracién de los mismos en el tejido
se asocia con la pérdida de sensibilidad a la insulina (Storlien et al., 1991) y en otros
experimentos se ha encontrado que los acidos grasos insaturados (AGw-3)
promueven la sintesis de insulina, como reporta Orozco-Tapia (2008) en sus
resultados de inmunohistoquimica en ratas diabéticas, sugiriendo que los AGw-3
promueven la sintesis de esa hormona. Dichas afirmaciones coinciden con los
resultados obtenidos en esta tesis y esto es reafirmado en la composicion de AG de
las ratas inducidas a diabetes de 6 meses de edad con los tratamientos (tabla 11),

estas ratas muestran una composicion de AG muy similar al control
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normoglucémico, presenta un aumento en los AGI de cadena larga, dando pauta a
que los tratamientos con los AGw-3 regulan positivamente la conversion de AGS a
AGI acercandolos a valores normales y aunado a lo anterior, el resto de la

composicidn es muy similar a las ratas normoglucémicas de la misma edad.

Lo expresado anteriormente se puede extrapolar con las curvas de tolerancia
a la glucosa (Vicentefio, 2018). En esas curvas de tolerancia ya se nota un control
en la glucemia, lo que puede significar que los tratamientos con AGw-3 (en particular
el tratamiento de 3 dias/semana y aun mas en particular el de 7 dias/semana)
regulan de alguna manera la secrecion y/o sintesis de insulina y consecuentemente
se da una regulacion metabdlica que repercute en los tejidos como es el higado.
Esta regulacion metabdlica, en el higado implicaria una regulacién en el manejo
energético de la célula, ya que los acidos grasos poliinsaturados pueden modular la
preferencia metabdlica en la obtencién de energia de la célula, ya que regulan la
expresion geneética, aumentando la expresion de los genes involucrados en la
oxidacioén de los AG y silenciando la expresion de los genes codificantes de enzimas
lipogénicas (Baillie et al., 1999; Jump y Clarke, 1999; Clarke, 2000).

Los tratamientos aqui aplicados pueden llegar a tener efectos a distintos
niveles celulares, dado que las alteraciones generadas por los AG repercuten en el
control de la glucemia y por ende en una mejor regulacién metabdlica (en cuanto a
produccion de energia), lo cual nos lleva a cuestionarnos si los efectos llegan
realmente hasta la mitocondria, puesto que este organulo es el productor energético

principal y de casi toda la oxidacion de AG por 3-oxidacion se da en él.
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9.2 Composicion de acidos grasos de mitocondrias hepaticas

La mitocondria es un organelo altamente activo que tiene a su cargo la mayor
produccion de energia (en forma de ATP) de la célula a través de la B-oxidacion, el
ciclo de Krebs, la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa. La
mitocondria esta sujeta a constantes cambios y aun mas en condiciones anémalas
como una patologia, que cambian las caracteristicas celulares y estas repercuten
en otros organos y desde luego, en la produccion de ATP. En esta fase del estudio
se pueden observar algunos de los cambios por los que se somete la mitocondria
por la condicidén especial que generamos (diabetes mellitus tipo 2), el envejecimiento
(mediciones a diferentes edades) y por el tratamiento al que fueron sometidos los
grupos experimentales (el consumo esporadico, regular o cronico, de acidos grasos

omega 3).

En general, la composicién de acidos grasos de mitocondria hepatica en las
ratas diabéticas se comporta de manera similar a la composicion de AG del tejido
hepatico completo, presenta el mismo aumento en los AGS de cadena media como
son laurico, miristico y palmitico; una reduccion en los AGI de cadena larga
(miristoleico y palmitoleico) y ademas una reduccion en los cocientes de fluidez en
todos los casos (ver: tabla 12. 13 y 19). El cambio en el cociente I/S puede deberse
a dicho aumento en los AGS anteriormente mencionados y a la reduccion de
algunos AGI, coincidiendo con lo planteado por Pilon en el 2016. Este cambio apoya
la idea de que las enzimas desaturasas si estan siendo afectadas por la diabetes y
que los procesos regulatorios en la esterificaciéon de los AG en los fosfolipidos,
genera una mayor presencia de los AGS (Ramesh et al., 2007). Al mes de edad
(tabla 12) se puede observar que el AG laurico no es detectado en la cromatografia,
esto puede deberse a que fue utilizado para el metabolismo energético o para la
sintesis de otras moléculas, como puede ser la elongacion para dar lugar a otros
acidos grasos de mayor longitud. Una peculiaridad en los resultados es la falta del
AG linolénico en la mitocondria (tabla 12), pero si estan los AGw-3 que se sintetizan

a partir de él, esto podria explicarse al observar la tabla 5, en la cual se ve un cumulo
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del AG linolénico, lo cual indica que la integracién de los fosfolipidos con AG
linolénico a la mitocondria no esta ocurriendo en este punto y de alguna manera, un
proceso regulatorio podria estar determinando la esterificacién de fosfolipidos con
EPA y DHA como AGw-3, la hipotesis mas reciente plantea un intercambio de
fosfolipidos entre la membrana mitocondrial y el reticulo Endoplasmico (RE) por
medio de las “membranas asociadas a mitocondrias (MAM), ya que al estar en un
sistema acuoso el transporte de los lipidos seria muy lento/ineficiente; se ha
propuesto que en las MAM se da el intercambio de los fosfolipidos entre el RE y las

mitocondrias (Vance, 2014).

A los 3 meses de edad (tabla 13), la diabetes mellitus en apariencia no genera
muchos cambios, solo las mismas caracteristicas anteriormente mencionadas y que
ya existe una concentracion del AG linolénico, el cual coincide con la normalizacién
del mismo AG en tejido (tabla 6). Por otra parte, en ratas juveniles normoglucémicas
(tabla 14), los tratamientos de 1 dia/semana, 3 dias/semana y 7 dias/semana de
AGw-3 en apariencia no parecen tener mayor efecto, pero todos presentan la
caracteristica de reducir los AGS de cadena larga y sus contrapartes con una
insaturacion conforme aumenta el consumo de los AGw-3 y a su vez, se ve un
aumento de los AGI de cadena larga y muy larga. La reduccion en los AG de cadena
larga podria deberse a que los lipidos hepaticos al acumularse promueven la
oxidacion de los AG en la mitocondria (Mantena, 2009), dando lugar a que los AGI
tomen los lugares de dichos AG. Por otra parte, las ratas de la misma edad pero
diabéticas (tabla 15) tienen un comportamiento peculiar, en el cual se ve un menor
cumulo de los AGI, repercutiendo en el I/S de cada uno de los grupos
experimentales, indicando un aumento en la fluidez en el tratamiento de 1
dia/semana pero mostrando una tendencia a reducir la fluidez conforme aumenta el
consumo de los AGw-3, la progresion es la siguiente 1.64 (AGw-3 1
dia/semana)>1.43 (AGw-3 3 dias/semana)>1.37 (AGw-3 7 dias/semana). Los
cambios en el grupo diabético pueden deberse a la pérdida en el control de la
glucemia (ver Vicentefio, 2018), ya que al perderse dicho control, la célula requiere

una fuente de energia alterna, siendo la ruta metabdlica mas viable la $-oxidacion,
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ademas, al tratarse de la mitocondria, los lipidos (especialmente los fosfolipidos) se
ven afectados de multiples formas, por ejemplo por especies reactivas de oxigeno
(discutido en un subtema mas adelante) y por la oxidacion de los acidos grasos ([3-
oxidacién) y un factor activador de la B-oxidacion es la acumulacion de lipidos
hepaticos, y esto a su vez, aumenta la produccion de ROS, promoviendo el dafio al
DNA mitocondrial, a las proteinas y a los lipidos (Mantena, 2009), como se sabe,
este sindrome (DM2) va empeorando conforme aumenta el tiempo, una explicacion
es que la mitocondria funciona de manera anémala (puede ser una activad excesiva
0 una poca actividad), dicha actividad es inducida por la glucemia misma en estado
basal, produccion de ROS, dano oxidativo y por un aumento en la glucemia de

manera cronica (Green et al., 2004).

Koves et al. (2005), evaluaron el efecto de una dieta alta en grasas de musculo
esquelético, simulando una condicidn de ejercicio-entrenamiento, y encontraron que
las grasas inducian la activacién de PPARYy inducien la B-oxidacion en peroxisomas
y en mitocondria. Esto podria coincidir con nuestros resultados ya que los acidos
grasos se ven acumulados en el tejido (ver tabla 8), posiblemente causar un

incremento en la B-oxidacién en mitocondria.

Finalmente, a los 6 meses de edad, las ratas normoglucémicas con los
tratamientos presentan las caracteristicas mencionadas varias veces anteriormente
(aumento de los AGS de cadena larga), lo peculiar de estos aumentos es que se
presentan conforme aumenta el consumo de los acidos grasos omega-3 y a su vez,
estan afectando el cociente I/S. Lo anterior se puede interpretar como una
disminucién en la fluidez hasta un valor similar a las ratas diabéticas de un mes (ver
tabla 12y 17).  Como puede ocurrir que en los animales diabéticos el suministro de
acidos grasos omega 3 tenga en apariencia un efecto benéfico, pero no en animales
no diabéticos? Suponemos que no pueden tener mecanismos de accion molecular
diferentes, asi que el principio por el que se genera un efecto benéfico en diabéticos
tipo 2, tendria que ser el mismo por el que se observa un efecto nocivo en los

controles normoglucémicos. ;Y cual podria ser ese mecanismo? Para hacer una
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explicacion razonable, es necesario recurrir al trabajo que se ha desarrollado
previamente en el grupo de trabajo y que ha servido de antecedente para llevar a
cabo este proyecto. El modelo de diabetes tipo 2 que utilizamos en esta tesis es
originado por deficiencia de insulina; la inyeccidon de STZ a los neonatos les provoca
la destruccidn total o casi total de las células beta pancreaticas, pero gracias a su
estado de desarrollo, los neonatos aun tienen la capacidad de regenerar y/o
diferenciar células para restituir cierta poblaciéon de células beta pancreaticas
(Szkudelski, 2001). Asi, hemos visto como los neonatos, en el transcurso de los
primeros 7 dias, pueden regresar a tener glucemias casi normales o ligeramente
arriba de lo normal, dependiendo de la dosis utilizada (Orozco-Tapia, 2008; Pérez-
Hernandez, 2008; Pérez-Hernandez et al., 2017).

Durante las primeras semanas y casi hasta tres meses de vida, este modelo
presenta glucemias cercanas a la normalidad, pero posteriormente vemos que la
glucemia empieza a aumentar significativamente (ver Vicentefio, 2018), tesis que
es parte de este proyecto), presumiblemente por procesos de glucotoxicidad y
lipotoxicidad. En el trabajo de Vicenteno (2018) se puede apreciar en las curvas de
tolerancia a la glucosa de animales inducidos a diabetes, como se va perdiendo el
control de la glucemia conforme pasa el tiempo. Los animales control mantienen su
comportamiento normal y los animales inducidos a diabetes con STZ y tratados con
acidos grasos omega 3, entre mayor sea la frecuencia de administracion de dichos
acidos grasos, mejor es el control de la glucemia, al grado de casi normalizarse
cuando se les dio un suministro diario de los acidos grasos omega 3. Sin embargo,
los animales control (normoglucémicos) con suministro de acidos grasos omega 3,
se encontré que con el paso del tiempo y a mayor suministro de estos acidos grasos,
empezaban a mostrar descontrol en sus curvas de tolerancia a la glucosa y a
mostrar concentraciones basales de glucosa en sangre arriba de lo normal
(alrededor de 140 mg/dl), indicadores de desarrollo de hiperglucemia o diabetes.
Mediante inmunohistoquimicas, en el grupo de trabajo se ha encontrado que el
suministro de acidos grasos omega 3 promueve la sintesis de insulina o

posiblemente eviten la degradacion de la misma en las células beta pancreaticas
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(Orozco-Tapia, 2008), y que el suministro de esos acidos grasos a ratas control, las
lleva a una mayor sintesis de insulina (50% mas) que las ratas sin administracion
alguna. Asi, suponemos que los acidos grasos suministrados en forma crénica,
deben llevar a las ratas a una hiperinsulinemia, lo cual es el primer paso para el
desarrollo de resistencia a la insulina y generacidon de diabetes por resistencia a la
insulina, esto respaldado por los trabajos de Simoneau y Kelley (1997) y Ukropcova
et al. (2007). Asi, creemos que los cambios en la composicidn de acidos grasos
tendientes a disminuir el cociente I/S pueden ser indicadores de esas primeras
etapas de desarrollo de diabetes por resistencia a la insulina. Este no es el modelo
de diabetes que pretendiamos generar, pero tampoco el resultado que se podria

esperar de estos acidos grasos omega 3.

Los efectos observados anteriormente coinciden con los resultados obtenidos
en las ratas diabéticas (tabla 18). Todos los tratamientos mejoran de manera
significativa la composicion de AG, regulando de manera progresiva (conforme
aumenta el consumo de AGw-3) la fluidez a valores muy similares al control
normoglucémico de la misma edad. Ademas, los AGS de cadena larga se ven
reducidos en todos los casos, por lo cual, se puede suponer que la actividad de las
desaturasas se normalizé. Esto nos lleva a pensar que los AGw-3 tienen un efecto
en apariencia benéfico en los organismos con un metabolismo anémalo y que, en
los organismos sanos, generan condiciones “dafinas” que pueden llevar al

desarrollo de un sindrome metabdlico.

Nuestro parametro de fluidez, como ya se ha mencionado anteriormente, esta
limitado a un cociente realizado con la composicion de los AG, lo cual genera un
dato que nos podria indicar el parametro o una posible expectativa de como estaria
la fluidez de la membrana, sin embargo, gracias a los resultados obtenidos por una
colaboradora del mismo proyecto (Martifion, 2018, tesis en elaboracion) en el cual
utilizé el monitor de fluorescencia 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) tenemos la
oportunidad de comparar la informacion quimica contra la informacion fisica que

dicho monitor de fluidez membranal proporciona. De hecho, en esas membranas
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mitocondriales se hizo un analisis termotrépico para obtener las energias de
activacion de dichas membranas. Como se puede observar en la tabla 20, hay
varias coincidencias entre los dos parametros (I/S y energia de activacion), esto
puede ser generado por el tipo de monitor fluorescente que se utilizo, el cual se
encuentra localizado preferencialmente en el nucleo de la membrana (figura 8). Esta
posicion preferente del monitor implica que se integraria en lugares donde hay mas
espacio entre las monocapas de la membrana. Cabe resaltar que la membrana
puede estar siendo afectada por ROS y estos ROS podrian generar una alteracion
en la composicion de los fosfolipidos, cambiando el arreglo estérico de las cadenas
hidrocarbonadas de los AG, lo cual, podria dar como resultado una baja en el

cociente de fluidez.

TMA-DPH
l DPiP

CH\3/CH 3
N- CH 3

WWWQ@ (5050017
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Figura 8. Esquema de la localizaciéon preferencial de los monitores fluorescentes. TMA-
DPH; trimetil amonio difenil hexatrieno; DPIP, dipirenil propano; DPH, difenil hexatrieno
(obtenido de Figueroa, 2013).
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Investigaciones realizadas por Pérez-Hernandez et al. (2017), en un modelo
de DM2, analizaron mitocondrias hepaticas y reportan que la fluidez no es la misma
a todas las profundidades de la membrana. Utilizaron DPiP, TMA-DPH y DPH, este
ultimo monitor en apariencia no detecto la transicion de fase, aunque si diferencias
significativas entre la fluidez de mitocondrias de ratas diabéticas y de controles. Con
todos los monitores se encontré que la fluidez de las membranas mitocondriales de
las ratas diabéticas era mayor que la fluidez de las mitocondrias de las ratas control.
El analisis termotropico con cada uno de los monitores de fluidez dio los mismos
resultados, en todos los casos fue menor la energia de activacion en las
mitocondrias de ratas diabéticas. Resultados similares se obtuvieron con
mitocondrias de placenta en un modelo de hiperglucemia ligera usando el monitor
DPiP (Figueroa et al., 2015), es decir que la fluidez membranal de mitocondrias de
placenta de ratas inducidas a diabetes tipo 2 con hiperglucemias ligeras, era mayor
que las mitocondrias de placenta de ratas normoglucémicas. Los datos anteriores
coinciden con los resultados obtenidos en este proyecto por Martifion (2018, tesis
en elaboracion), demostrando que el cociente de fluidez (I/S) es un parametro
directamente relacionado con la fluidez membranal y que puede ser un buen
indicador. Es claro que las membranas estan formadas por mas moléculas que solo
los lipidos, es decir, sabemos que las proteinas son constituyentes importantes de
las membranas (Voet y Voet, 2006) y también se ha demostrado que pueden
participar en la regulacion de la fluidez membranal (Almeida et al., 1982; Rossy et
al., 2014), pero también el dafo generado a las membranas mitocondriales por
especies reactivas de oxigeno (Choe, 1995) son factores que podrian estar

participando en la regulacion de la fluidez membranal.

En la tabla 20 se muestra una comparacion entre el indice de fluidez I/S y la
energia de activacion (de la Tesis de Martifion) de las membranas de mitocondrias
de los diferentes grupos que analizamos. Para comprender mejor esta tabla, es
importante tener en mente que la energia de activacion obtenida indica la energia
necesaria para que la molécula que funge como monitor pueda desplazarse o tener

movimiento. Asi, eso significa que entre mayor sea la energia de activacion, menor
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sera la fluidez del medio en el que se encuentre, en este caso, la membrana
mitocondrial. Una segunda consideracion a tener en mente y que ya apuntamos
previamente, es que el DPH reporta principalmente la fluidez del nucleo de la
bicapa, no de todas las profundidades de la membrana. Asi, es claro que los
resultados de la tabla 20 deben ser analizadas bajo estas indicaciones para
entender su significado. Las flechas de la tabla indican el comportamiento de la
fluidez con respecto a su grupo control correspondiente, sin embargo, no debemos
olvidar que los acidos grasos omega 3, especialmente cuando se suministran en
forma cronica, no parecen ser tan inocuos, sino que generan ciertas anomalias en
el metabolismo de las ratas. Por ejemplo, a los 6 meses de edad, las ratas control
con suministro de acidos grasos omega 3 por 7 dias a la semana muestran un
aumento de la glucemia, alteracion en la curva de tolerancia a la glucosa y aumento
de TG (Vicenteno, 2018), sintomas todos ellos de una diabetes incipiente. En ese
caso, tanto el cociente I/S como la energia de activacién, muestran esa anomalia

en consistencia con los datos fisioldgicos de esos animales.
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Tabla 20. Comparacion entre el cociente de insaturacion (I/S) y la fluidez detectada por
el monitor fluorescente (DPH). A) comparacion I/S contra la energia de activacion fase
gel; B) comparacion I/S contra la energia de activacion fase liquido cristalino.

A) GRUPOS s ENERGIA DE ACTIVACION ‘

FASE GEL
Edad Tratamiento CN STZ CN STZ
1 mes 0 147 = 0.1 133 + 015 | |57 + 14 23 + 05 1
0 141 = 0.1 139 = 0.1 6.4 + 20 54 + 06 1
1 134 = 0.1 164 = 012 1 /38 + 06 88 + 21
3 meses
3 152 + 03 143 + 012 ! 49 + 08 67 + 14 |
7 138 + 0.1 137 + 0.15 46 + 13 61 + 18 |
0 157 + 0.1 139 + 017 ! 58 + 1.9 62 + 24 |
1 155 + 0.1 164 = 014 T /67 =+ 3.0 71 + 09 |
6 meses
3 150 = 0.1 155 + 0.08 52 + 2.1 52 + 32
7 136 + 02 159 + 01 T /69 =+ 24 104 + 27 |
ENERGIA DE ACTIVACION
2l ERUPOE 5 FASE LIQUIDO CRISTALINO
Edad Tratamiento CN STZ CN STZ
1 mes 0 147 + 0.1 133 + 015 | | 55 + 08 22 + 03 1
0 141 = 0.1 139 = 0.1 41 = 14 29 + 14 1
1 134 = 0.1 164 + 012 127 + 06 74 + 26 |
3 meses
3 152 + 03 143 + 012 + 49 + 1.1 54 + 12 |
7 138 = 0.1 137 + 0.15 39 + 10 40 = 25
0 157 + 0.1 139 + 017 | 43 + 18 53 + 19 |
1 155 + 0.1 164 = 014 T /67 =+ 40 65 + 23
6 meses
3 15 + 0.1 155 + 0.08 42 + 11 43 + 28
7 136 + 02 159 + 01 1/51 + 19 44 + 15 1

Las flechas indican: | Menor fluidez; 1, mayor fluidez con respecto a su grupo control,
las coincidencias en la posicién de la flecha indican similitud en resultados entre ambas
pruebas.

I/S cociente de fluidez; CN: Control normoglucémico; STZ, Inducido a diabetes mellitus

tipo 2.



9.3 Fluidez tejido-mitocondria.

Los acidos grasos son componentes muy importantes de las membranas
bioldgicas; no sélo confieren la hidrofobicidad que genera la separacion de dos
medios hidrofilicos (interno y externo), sino que los puntos de fusion de los diversos
acidos grasos en conjunto determinan un importante factor que es la fluidez
membranal. En general se conoce que los acidos grasos saturados tienen puntos
de fusion altos; los principales acidos grasos saturados que encontramos son el
miristico (52°C), palmitico (63.1°C) y estearico (69.6°C). Por otro lado, los acidos
grasos insaturados y poliinsaturados, tienen puntos de fusion mucho mas bajos, por
ejemplo, el palmitoleico [16:1] (-0.5°C), oleico [18:1] (9°C), linolénico [18:3] (-17°C)
y EPA [20:5] (-54°C) (Voet y Voet, 2006), sélo por mencionar algunos de los
principales componentes de las membranas. Juntos, los acidos grasos saturados e
insaturados determinan la fluidez membranal, asi que en este trabajo determinamos
la composicion de acidos grasos para tener un parametro de referencia que nos
indigue como puede modificarse esa propiedad fisicoquimica de las membranas
que es la fluidez. Si representamos este parametro como un cociente de los acidos
grasos insaturados (I) entre los saturados (S), entonces tenemos una ecuacion que
esta directamente relacionada con la fluidez membranal. Asi, el cociente I/S es un
indice de la fluidez membranal en lo que a lipidos se refiere. Los resultados de

nuestros analisis los discutiremos a continuacion.

Los resultados en esta investigacion referentes a la comparacion del cociente
fluidez entre el tejido hepatico y sus respectivas mitocondrias, indican que los
grupos CN y los STZ son diferentes entre ellos, en el caso de los grupos sin
tratamiento, se puede observar que de manera general los grupos inducidos son
menos fluidos que los normoglucémicos y de nueva cuenta coincide con la “norma”
que discutimos anteriormente en la cual las membranas de los organismos

diabéticos tienden a una pérdida de fluidez (Pilon, 2016).
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Al analizar los tejidos contra sus respectivas mitocondrias, podemos observar
que en todos los casos (ratas con tratamiento sin importar cual o sin tratamiento), la
fluidez es distinta, a los tejidos, esto puede deberse a que la mitocondria es un
organulo que no es estatico, de hecho, es altamente dinamico, esta en constante
cambio de tamanio, forma y ubicacion dentro de la célula y esto podria conferirle la
plasticidad que obtuvimos en el cociente (Rovira-Llopis, 2017). Otra posible
explicacion seria que las mitocondrias presentan una caracteristica especial
llamada “membrana asociada a la mitocondria” (MAM) la cual es un punto de
contacto entre la mitocondria y el reticulo endoplasmatico, este ultimo se ha
postulado como la fuente principal de fosfolipidos importados hacia la membrana
(Fagone y Jackoski, 2009), otra teoria es que las mitocondrias al ser de origen
bacteriano, al ser sometidas a estrés por la DM2 o alguna otra especie de dario,

modifican la composicion de los AG, hipétesis propuesta por Figueroa et al. (2015).
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9.4 Lipoperoxidacion

El estrés oxidativo ocurre cuando la concentracion intracelular de las especies
reactivas de oxigeno sobrepasa la capacidad de los sistemas antioxidantes como
resultado de una mayor produccion de dichas especies de oxigeno y/o cuando los
procesos antioxidantes se ven comprometidos. El daio resultante a moléculas de
la célula promueve el mal funcionamiento de la misma y dicho dafio puede conllevar
a desarrollar algunas patologias. La mitocondria es uno de los productores
principales de ROS, puesto que muchos sub productos de la cadena transportadora
de electrones (por sus siglas en ingles [ETC]) son perdxidos (Brownlee, 2001), la
produccion de ROS es un factor natural durante el desarrollo de los organismos, de
hecho, el envejecimiento esta altamente relacionado con el aumento de las especies
reactivas de oxigeno; ademas, la diabetes per se es conocida por ser uno de los
desordenes que producen una mayor cantidad de radicales libres y por ende un
mayor estrés oxidante (Hinokio et al., 1999; Suzuki et al., 1999). Se han realizado
estudios donde se cree que la composicion de AG puede influir en la produccion de
ROS y en la susceptibilidad que tienen a ser lipoperoxidados (Hulbert et al., 2007).
El proceso por el cual la mitocondria genera tanta produccion de ROS es por su
actividad metabdlica, claros ejemplos de los productores de radicales son el
complejo Il que es oxidado directamente por un oxigeno di atomico, desapareando
un electrén de dicho Oz, generando al radical superéxido “O2 (Chance et al., 1979;
Cadenas y Davies, 2000), otro factor que produce ROS en el incremento en la
actividad mitocondrial es que se produce mucho ATP pero se reduce la capacidad
en la ETC conllevando a un aumento en la produccién de ROS (Korshunov et al.,
1997).

En este estudio evaluamos la lipoperoxidacion en mitocondrias de higado en
organismos normoglucémicos e inducidos a diabetes y esos mismos en conjunto
con tratamientos de AGw-3 por medio de la cuantificacion de malondialdehido.
Durante el desarrollo de la diabetes mellitus, se puede ver el incremento de la
produccion de lipoperdxidos en mitocondrias (figuras 5, 6 y 7 *p<0.05), esto se debe
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a que la diabetes per se aumenta la produccion de radicales libres ya que el
metabolismo se ve activado de manera andémala, conllevando a la produccion en
grandes cantidades de ROS (Harrison et al., 2003).

Ohkuwa et al. (1995) demostraron en un modelo de ratas inducidas a diabetes
con estreptozotocina y Frances et al. (2010) en higado de rata, que el “estado” de
diabetes produce mucho radical hidroxilo (*OH) y esto esta correlacionado con la
lipoperoxidacién. Dicha produccién de radicales libres se puede deber al exceso de
glucosa en torrente sanguineo, generado por los cambios de la DM, cambian el
metabolismo del organismo, lo que tiene como consecuencia un incremento en la
produccion de ROS (Kohnert et al., 2012) y por consecuencia se da una activacion
en exceso de la ETC ya que se ha demostrado que durante dicha activacion la
NADPH oxidasa unida a la membrana es una de las fuentes principales de ROS
(Kamal et al., 1994). Otro factor que influye en el aumento en los lipoperdxidos es
el aumento en los AG EPA y DHA, estos al tener muchas insaturaciones, son mas
susceptibles a la oxidacion. En estudios realizados por Pollette et al. (1996) y
Lamaitre et al. (1997), en plaguetas de humanos, encontraron que un
enriquecimiento de fosfolipidos de membrana con EPA y/o DHA inducen
lipoperoxidacién, por la formacion significativamente mayor de MDA y una

concentraciéon menor de vitamina E.

En nuestra investigacion, encontramos que la composicion de AG EPA y DHA
cambia en sentido a lo reportado por Pollette et al. (1996) y Lamaitre et al. (1997)
El grupo CN de 3 meses (figura 6) tiene un aumento considerable en los AGPI y se
ve un aumento similar en la concentracion de lipoperéxidos conforme aumentan los
tratamientos, siendo el tratamiento de 3 dias por semana el que presenta mayor
concentracion de los mismos y de AGPI, en contraste, Croset et al. (1990) y Véricel
et al. (1999), en estudios clinicos en personas mayores, demostraron que un bajo
consumo de DHA y/o EPA (de entre 100 mg a 180 mg al dia durante 6 a 8 semanas)
reduce la produccion de MDA e incrementa la concentracion de alfa y gama

tocoferol. Esto podria indicar que un consumo alto en AGPI puede generar un efecto
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adverso. En nuestro caso, todos los tratamientos en las ratas diabéticas, en
apariencia disminuyen los lipoperoxidos, apoyando de cierta manera lo reportado
por Croset et al. (1990) y Véricel et al. (1999), pero en ratas normoglucémicas
presenta una tendencia a aumentar los lipoperoxidos conforme va aumentando el

consumo de AGw-3.

A los 6 meses de edad (figura 7), en ambos casos (grupo CN y STZ) se obtuvo
un resultado particularmente interesante, en el cual se puede observar que los
tratamientos (todos) tienden a disminuir la produccion de lipoperdxidos y a manera
de suposicion, el estrés oxidativo. Otro factor a resaltar es que los tratamientos de
1 dia/semana, 3 dias/semana y 7 dias/semana, presentan diferencias significativas
respecto al control diabético y una similitud con el control normoglucémico, esto da
pauta a suponer que los AGw-3 aminoran la produccion de radicales libres en los
grupos inducidos a diabetes y por ende menos dafio, aunque también puede

deberse a un recambio de los AG de la membrana a manera de homeorresis.

Se conoce que los productos finales de la peroxidacion lipidica (como es el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal) reducen la actividad de todos los complejos
de la ETC (Chen et al., 1998; Picklo et al., 1999; Lashin et al., 2005; Kaplan et al.,
2007; Long et al., 2009). En el caso de las ratas de 1 mes de edad hay un
decremento en el control respiratorio (CR) de las ratas diabéticas en comparaciéon
de las normoglucémicas (Martinon 2018, tesis en elaboracién). En las ratas
normoglucémicas de 3 meses los tratamientos (todos) disminuyen el CR y
aumentan los LPOs. En las ratas diabéticas de la misma edad, el CR aumenta con
el primer tratamiento y disminuye conforme aumentan las dosis, esto coincide con
la concentracion de MDA, en la cual el primer tratamiento disminuye Ila
concentracion de MDA por debajo del control normoglucémico y conforme
aumentan los tratamientos, aumenta la concentracién de LPOs. Lo anterior podria
deberse a que las membranas al estar constituidas en su mayoria por AGS y AG
monoinsaturados (Tuller et al., 1999), adquieren cierta resistencia a la peroxidacion
(Yinetal., 2011).
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A los seis meses de edad (figura 8) el grupo diabético presenta el mismo patron
que los 3 meses de edad, lo peculiar es que el grupo CN, a pesar de que los
lipoperdxidos presentan una tendencia a reducirse, el CR se reduce de la misma
manera, esto podria deberse a que hay una mayor incorporacion de AGI durante el
desarrollo de las ratas control, incrementan la susceptibilidad a dafio por ROS
(figura 7) y esto genera a largo plazo un desacoplamiento de la ETC (Aguilar-Toral
et al., 2014) y por ende una pobre actividad mitocondrial, la cual coincide de nueva

cuenta con lo reportado por Martifion (2018 tesis en elaboracién).

9.5 Correlacién entre indice de fluidez (I/S) y lipoperoxidacion

El analisis de correlacion genero resultados muy heterogéneos (tabla 19). Al
mes de edad se da a notar que el cociente de fluidez de las ratas diabéticas tiene
una correlacion positiva muy cercana a uno, indicando que la baja en la fluidez esta
directamente relaciona con la cantidad de LPOs, dando a entender que la baja en
dicho cociente se deba al cambio generado por ROS en los AG. A los tres meses
de edad, la correlacion positiva mas cercana a 1 del control con tratamientos, fue el
tratamiento de AGw-3 por 3 dias por semana, cabe destacar que es el grupo mas
fluido. De acuerdo a Tuller et al. (1999), la presencia de mas AGS y AG
monoinsaturados “protege” de cierta manera de la lipoperoxidacion, y en el caso
particular de las ratas del grupo anterior mencionado, los AGw-3 de dicho grupo son
mayores que el CN sin tratamiento, de manera contraria, en las ratas inducidas a
DM2, la correlacidn en su mayoria es negativa y aun mas, la concentracion de MDA
es menor que los controles con y sin tratamiento, lo cual, de cierta manera, no apoya
lo anteriormente mencionado. Finalmente a los 6 meses de edad la correlacién en
los grupos es nuevamente heterogénea, pero, la correlacion del tratamiento con
AGw-3 por 7 dias a la semana muestra una similitud con la correlacion de las ratas
diabéticas a un mes de edad, lo que coincide en gran parte con la composicion de

los AG, vy, del lado del grupo inducido a diabetes, la correlacion y composicién de
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AG que presenta el mismo tratamiento (AGw-3 7 dias/semana) son similares al

control de un mes de edad.

La heterogeneidad en los datos nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta:
¢realmente es valido hacer la relacion de la produccion de lipoperdxidos con el
cociente de fluidez? Esta pregunta nos llevo a ver la correlacion con los AGw-3, ya
que es el principal factor en este proyecto (tabla 21, anexo 1). Los resultados
encontrados fueron igual de heterogéneos, por lo cual nos planteamos una segunda
pregunta: ;Sera que el tratamiento no sea lo Unico que se requiera tomar en
consideracion para analizar la relacion con los lipoperdxidos? La respuesta idonea
seria que no, ya que como se sabe la DM es un sindrome multifactorial (ADA, 2007),
de lo cual destaca la hiperglucemia, anomalia derivada de la secrecion y/o sintesis
de insulina, resistencia a la insulina y alteracion en el metabolismo energético (Lyra
et al., 2009), y por lo tanto no podriamos llegar a una respuesta concreta tomando
un parametro unico para hacer un analisis de correlacion. Los resultados obtenidos
en este proyecto deben ser analizados en conjunto con los parametros fisiologicos
(Vicenteno, 2018) y los parametros fisicos (Martifion 2018 tesis en elaboracion), los
cuales podrian generar una concepcion amplia del como se vieron afectadas las
ratas con el tratamiento y las repercusiones reales en todos los niveles del estudio

(quimico, fisico y fisioldgico).
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10 CONCLUSIONES

+ En el modelo de diabetes mellitus tipo 2 con hiperglucemia ligera utilizado en
este trabajo, se generaron cambios en la composicion de acidos grasos del higado
y de sus mitocondrias.

* A un mes de edad, la diabetes cambi6 la composicidn acidos grasos ya que
caus6 una reduccion en el cociente I/S del tejido hepatico y de sus mitocondrias.

+ En todos los casos, el cociente I/S de tejido hepatico, es mayor que el de sus
mitocondrias.

% Los tratamientos con los diferentes esquemas de dosificacion de acidos
grasos omega 3, esporadico, regular o cronico, no generaron un efecto tipo
farmacolégico en el cociente I/S; ni en animales inducidos a diabetes ni en los
normoglucémicos.

+» Alrededor de la edad en que los sujetos experimentales alcanzan la madurez
sexual (3 meses de edad), los cambios en el cociente I/S son mas heterogéneos,
tanto en animales control como inducidos a diabetes.

¢ A edad adulta (6 meses), los tratamientos con los acidos grasos omega 3 no
parecen tener efecto claro sobre el cociente I/S en tejido hepatico; sin embargo, en
mitocondria es diferente. En animales control el cociente I/S desciende entre mayor
sea la dosis de acidos grasos omega 3, mientras que, en inducidos a diabetes,
parece aumentarlo.

« En general, la diabetes mellitus tipo 2 aumentd la lipoperoxidacion en
mitocondrias de higado.

+ A 3 meses de edad, los tratamientos con los acidos grasos omega 3 ayudaron
parcialmente a controlar la lipoperoxidacion en mitocondrias de animales inducidos
a diabetes, pero aumentaron la lipoperoxidacion en mitocondrias de animales
control.

“ A 6 meses de edad, los tratamientos con acidos grasos omega 3 parecen
tener efecto en contra de la lipoperoxidaciéon en mitocondrias tanto en animales

control como inducidos a diabetes.
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« El andlisis de correlacion muestra que los acidos grasos omega 3 no son
simples componentes estructurales que pueden o no aumentar la lipoperoxidacion,

sino que tienen una participacion mucho mas compleja con el organismo en general.
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11 PERSPECTIVAS

De acuerdo a lo obtenido en esta investigacion, junto con los resultados
obtenidos por Vicentefio (2018) y Martifion (2018 tesis en desarrollo), se puede
observar que los tratamientos con acidos grasos omega-3 en apariencia son
benéficos en las ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2. Los tratamientos en las
ratas normoglucémicas generan alteraciones que llevan de alguna manera a
condiciones diabéticas, por lo cual es recomendado que el experimento se siga
hasta 1 afio, y observar si en efecto, los esquemas de tratamientos podrian conllevar

las ratas a un desarrollo de diabetes.

Por otra parte, se desconoce mucha informacion acerca de la membrana de la
mitocondria, desde su sintesis hasta su composicidén. Esto nos plantea la duda de
si la composicion y la fluidez de membrana interna y externa son diferentes entre

ellas, de serlo, por qué lo son y que determina que lo sean.
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13 ANEXO |

Tabla 21. Correlacion entre lipoperoxidacion y los acidos grasos linolénico, EPA y DHA
de todos los grupos experimentales.

Edad Tratamientos Linolénico
con AGw-3 CN STZ
1 mes 0 dias/semana -0.16 -0.28 0.42 -0.47 -0.15 0.44
0 dias/semana -0.05 0.24 -0.44 0.24 0.11 0.13
1 dias/semana -0.11 -0.02 -0.18 -0.02 0.08 0.26
3 meses i
3 dias/semana 0.25 0.71 0.83 NT -0.52 -0.28
7 dias/semana 0.41 0.03 0.29 0.34 0.59 -0.08
0 dias/semana 0.61 -0.24 0.51 -0.11 0.33 -0.48
1 dias/semana -0.77 -0.01 -0.04 0.04 -0.18 -0.28
6 meses
3 dias/semana 0.29 0.33 0.01 -0.14 -0.57 -0.16
7 dias/semana 0.58 -0.43 0.19 -0.31 0.85 0.78

Eje de las X el cociente de fluidez y el eje Y la concentracion MDA (nmol/mg proteina).
CN: grupo normoglucémico; STZ, grupo inducido a diabetes; AGw-3: acidos grasos
omega-3; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NT: No
detectado.
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