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1. ABREVIATURAS

20-HETE * Acido 20-hidroxieicosatetraendico

AA Acido araquidénico

DHA * Acido docosahexaendico

EPA * Acido eicosapentaenéico

GLA * Acido gama-linoléico

AL Acido linoléico

CLA * Acido linoléico conjugado

ALN Acido linolénico

EDPs * Acidos epoxidocosapentaendicos
EETs * Acidos epoxieicosatriendicos

AG Acidos grasos

®-3 Acidos grasos de la serie omega 3
-6 Acidos grasos de la serie omega 6
AGL Acidos grasos libres

AGPIs Acidos grasos poliinsaturados
BSA * Albamina de suero bovino

WKY Cepa Wistar Kyoto

COX-2 Ciclooxigenasa 2

CYP450 * Citocromo P450

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DHC Dieta hipercal6rica

STZ * Estreptozotocina

G3P * Glicerol-3-fosfato

GLUT Glucotransportador

HI Hiperinsulinemia

HTA Hipertension arterial

LT Leucotrienos

LOx Lipooxigenasa

HDL * Lipoproteina de alta densidad

LDL * Lipoproteina de baja densidad
VLDL * Lipoproteina de muy baja densidad
LPL Lipoproteina lipasa

LRT Lipoproteina rica en triglicéridos
Lx Lipoxina

PTT Pancreatectomia

PA Presion arterial

PGls Prostaciclinas

PGs Prostaglandinas

CETP * Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
SHR * Ratas espontdneamente hipertensas
PPAR * Receptores activados por proliferadores de peroxisomas
RI Resistencia a la insulina

SM Sindrome metabdlico

TG Triglicéridos

TX Tromboxanos

* (por sus siglas en inglés)



2. RESUMEN

La creciente incidencia de obesidad ha aumentado de manera importante la
prevalencia de otras enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2 y la hipertensién arterial.
En México, la diabetes mellitus esté considerada como la primera causa de muerte, y se sabe
gue esta enfermedad aumenta aproximadamente un 70% la prevalencia de hipertension.
Debido a la incidencia de estas enfermedades y a sus consecuencias en la esperanza y
calidad de vida de la poblacién, es necesario el avance en investigaciones que contribuyan a
prevenir estos trastornos y a disminuir su prevalencia. Se ha sugerido que el uso de acidos
grasos poliinsaturados, principalmente los de la serie omega 3, pueden tener un efecto
benéfico sobre el control de la diabetes mellitus, ademas de favorecer la produccién de

eicosanoides con menor actividad vasoconstrictora.

Con la finalidad de estudiar un modelo de hiperglicemia ligera durante 8 meses, en
este trabajo se probaron 3 modelos de diabetes mellitus tipo 2 en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR), de los cuales, se eligié la dosis de 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ)
aplicada a neonatos de 48 hrs., por inducir hiperglicemia ligera sin ocasionar una pérdida
importante de la poblacion, logrando darles seguimiento por un tiempo largo (8 meses). A
partir de este modelo, se obtuvieron 4 grupos diabéticos, de los cuales, uno se mantuvo con
dieta estandar; otro recibié un suplemento de acidos grasos ®-3 (cuatro veces por semana);
otro fue alimentado con una dieta hipercal6rica (DHC), conformada por manteca y fructosa;
mientras que el cuarto recibié la dieta hipercal6rica mas el suplemento de ®-3. También se
mantuvieron 4 grupos de SHR no diabéticos con las dietas ya mencionadas. A todos los
grupos se les midié la glucosa y la presiéon arterial semanalmente y el peso corporal fue
medido 3 veces por semana. Los grupos fueron mantenidos durante 8 meses. Al final de este
periodo, las ratas fueron sacrificadas; se llevaron a cabo mediciones de proteina, triglicéridos
y colesterol en suero, higado y rifidn. También se analizé la composicion de acidos grasos y

se realiz6 el andlisis histoldgico de higado y rifion.

Los datos obtenidos permiten concluir que la dosis de 50 mg/kg de STZ produjo una
hiperglicemia ligera (—=140 mg/dl) con grandes oscilaciones, lo cual mostré el descontrol de la

glicemia en estos animales. Esta hiperglicemia no produjo cambios importantes en el



contenido de triglicéridos y colesterol en suero, higado y rifién, asi como tampoco en la
composicion de acidos grasos. Sin embargo, si causé una pérdida importante de proteina en
suero, higado y rifién, sugiriéndonos la activacion de la gluconeogénesis estimulada por la
disminucién de la cantidad de insulina. Por otra parte, las SHR diabéticas con suplemento de
acidos grasos ®-3 mantuvieron la glucosa normal durante todo el estudio, quiza debido a la
activacion de PPAR-y, el cual promueve la sintesis de insulina. Las SHR con suplemento de -
3, presentaron una reduccion en la presion arterial sistélica, esto puede ser atribuido a varios
mecanismos, como la formacion de eicosanoides con actividad vasodilatadora, incremento de
un indice de fluidez membranal, formacién de productos derivados de la epoxigenasa
(vasodilatadores) a partir de los acidos araquidénico (AA) o docosahexaendico (DHA), entre
otros. En lo que respecta a los acidos grasos, las SHR y SHR diabéticas suplementadas con
®-3, tuvieron una mayor proporcion de acidos grasos insaturados en higado y rifién. El
suplemento de ®-3 disminuy0 los niveles de triglicéridos y colesterol en suero de SHR con
DHC, quizd por su conocida acciébn como ligandos de PPAR-a, el cual promueve el
catabolismo de lipidos. En el grupo STZ-DHC la glicemia fue menor que el grupo STZ. En las
SHR, la DHC no modificé la glicemia pero si indujo cambios importantes en la composicion de
acidos grasos de rifion. La DHC promovié una degeneracion grasa moderada en higado de
SHR y SHR diabéticas, esto, estimulado por el exceso de grasas de la DHC y por la accién
lipogénica de la fructosa. El andlisis histolégico mostré que la combinacién de hipertension y
diabetes produjo un dafio renal moderado en las SHR, no obstante, el suplemento de ®-3

protegié la estructura renal del dafio provocado por estas enfermedades.



3. INTRODUCCION

A partir de la primera mitad del siglo XX ocurrié una transicion demografica reflejada
en una creciente urbanizacion, la cual ha conllevado modificaciones en el estilo de vida de las
personas. Estas modificaciones han traido consigo la incidencia de muchas enfermedades
entre las que destaca la obesidad, que actualmente esta alcanzado proporciones epidémicas
en algunos paises y ha llegado a ser considerada como pandemia por afectar a personas de

los cinco continentes (Villa et al., 2004).

Aunque la obesidad se consideraba un problema exclusivo de los paises de altos
ingresos, actualmente también ha aumentado en los paises de ingresos bajos y medios,

sobretodo en el medio urbano (OMS, 2006a).

Los factores que se atribuyen al desarrollo de la obesidad son principalmente la
modificacion mundial de la dieta, impulsada por una nueva industria alimentaria que
promueve la tendencia hacia alimentos hipercal6ricos, ricos en grasas saturadas y azlcares
pero con escasas vitaminas, minerales y otros micronutrientes, y la disminucion de la
actividad fisica o sedentarizacion, debida a los cambios en los medios de transporte y al

constante crecimiento urbano (OMS, 2006a).

La obesidad se considera un factor desencadenante de otras patologias graves entre
las que se encuentran la resistencia a la insulina (RI) y la hiperinsulinemia (HI), fenédmenos a
los cuales se les atribuye el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la hipertension

arterial (HTA) en individuos obesos (Bastos et a/., 2005).

Tanto la obesidad, la DM2, la HTA, la Rl y la HI, entre otros factores, han sido
considerados en conjunto como parte del sindrome metabdlico (SM), que se ha extendido
rapidamente entre la poblacion con un impacto negativo en la esperanza y la calidad de vida
de las personas (Martinez et al., 2003). El implemento de rutinas de ejercicio y especialmente
de un manejo dietario adecuado, son métodos para mejorar la condicion de las personas con

SM o para prevenir su desarrollo (Bastos et al/., 2005).



En apoyo a lo anterior, en la ultima década se amplié el uso de la fructosa como
endulzante habitual debido a la idea de que contenia un menor nimero de calorias y no
incrementaba los niveles de glucosa sanguinea en los pacientes diabéticos que la consumian,
sin embargo, se ha demostrado que el consumo excesivo 0 constante de fructosa tiene

efectos secundarios perjudiciales que analizaremos mas adelante (Elliott et a/., 2002).

Por otra parte, en varios estudios se ha sugerido que el uso de &cidos grasos
poliinsaturados (AGPIs), primordialmente los de la serie omega 3 (®-3), pueden, entre otras
cosas, mejorar la sensibilidad a la insulina, aumentar la oxidacion de acidos grasos y
favorecer la produccién de eicosanoides con menor actividad vasoconstrictora. El avance en
las investigaciones con respecto a este tema, podria llevarnos a la prevencion o disminucion
de la prevalencia de enfermedades como la obesidad, la DM2 y la HTA (Rodriguez-Cruz et al.,

2005).



3.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por acumulacién excesiva
de tejido adiposo en el organismo, resultado de un desequilibrio permanente y prolongado

entre la ingestién de alimentos y el gasto energético (Bastos et a/., 2005).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2005 habia al menos 400
millones de adultos con obesidad y se calcula que en el 2015, la cifra alcanzara los 700
millones; esto nos hace ver que la obesidad se ha convertido en un problema de salud
publica a escala mundial que ya no sélo abarca a la poblacién adulta, ya que los resultados
también indicaron que en el 2005 habia al menos 20 millones de nifos menores de 5 afios
con sobrepeso (OMS, 2006a).

Hay varios factores que en conjunto influyen en la acumulacién acentuada de tejido
adiposo, entre ellos se encuentran: el factor genético, que puede influir en la distribucidon de
la grasa corporal y en el aumento de peso en respuesta a la ingesta excesiva de alimentos; el
factor nutricional, en el que se considera el consumo de dietas hipercaldricas, el tamano de
las raciones y el nimero de comidas realizadas al dia; y la inactividad, que implica una
combustién insuficiente de las calorias ingeridas con la dieta, que a su vez se almacenaran en

forma de tejido graso (Bastos et al/,, 2005).

En las personas obesas se ha identificado un trastorno que esta relacionado con el

desarrollo de otras enfermedades, la resistencia a la insulina.
3.1.1 Resistencia a la insulina

La insulina es una hormona producida, almacenada y secretada por las células B del
pancreas, consta de dos cadenas de polipéptidos unidas por dos puentes disulfuro y juega un

importante papel a nivel metabdlico (Voet y Voet, 1992). Sus principales efectos son:

e Estimulo de la captacién de glucosa, mediante el favorecimiento de la traslocacién de

los glucotransportadores GLUT4 a la membrana plasmatica en musculo y tejido adiposo.



e Estimulo de la sintesis de glucdgeno e inhibicion de su degradacion en higado y
musculo.

e Estimulo del metabolismo oxidativo de la glucosa (glucdlisis).

e Inhibicion de la gluconeogénesis hepatica.

e Estimulo de la captacion y almacenamiento de grasas por el tejido adiposo.

¢ Inhibicion de la lipdlisis en tejido adiposo (Mendivil y Sierra, 2005).

La RI es la disminucion de la capacidad de la insulina para producir sus efectos en
presencia de las concentraciones plasmaticas que son efectivas en sujetos sanos (Fernandez-
Mejia, 2001).

Los individuos obesos tienen un mayor porcentaje de tejido adiposo y por ende, una
mayor cantidad de acidos grasos libres (AGL). El aumento de los AGL, eleva su captacion y
oxidacién, usandose éstos como fuente de energia en los distintos tejidos en competencia
con la glucosa. Ademas, los AGL reducen la afinidad insulina-receptor, disminuyendo la
accion de la insulina en los tejidos insulinosensibles; favoreciendo asi la RI (Durruty y Garcia
de los Rios, 2001).

Un mecanismo propuesto para explicar la RI en la obesidad, es que el incremento en
el depdsito de grasa en el tejido adiposo disminuye la reesterificacion de AGL, favoreciendo
un aumento en el nivel sérico de los mismos; la exposicion cronica a niveles de AGL puede
inhibir la secrecion de insulina debido a que el aumento de la B-oxidacién incrementa las
concentraciones intracelulares de acetil CoA y citrato, lo que lleva a la inhibicién de la
fosfofructoquinasa y la glucdlisis subsecuente. Los incrementos en las concentraciones de
acidos grasos en plasma inicialmente inducen RI por inhibicién del transporte de glucosa o la
actividad de la fosforilacion, seguida de la reduccidn de la sintesis de glucégeno en musculo y

la oxidacién de glucosa (Randle et a/, 1963).

Otro posible mecanismo por el cual se produce RI esta relacionado con la dieta, ya
que se ha visto que el consumo excesivo de grasas saturadas induce RI al cambiar la
composicion de los fosfolipidos de las membranas celulares, al modificar las sefiales para la

secrecion de la hormona o al inhibir la sintesis de glucdgeno (Storlien et a/., 1991).



Al disminuir la captacion de glucosa se produce hiperglicemia; el exceso de glucosa
hace que se incrementen los niveles de insulina provocando una hiperinsulinemia (HI)
compensatoria. La HI crdnica disminuye el nimero de receptores a la insulina en los érganos

blanco, principalmente en los tejidos adiposo y muscular (Gonzalez et al., 1999).

La HI es un predictor del desarrollo de la diabetes en grupos con predisposicion
genética. Los sujetos obesos no diabéticos son insulino-resistentes, pero mantienen una
tolerancia a la glucosa normal porque las células B del pancreas son capaces de compensar
esa RI con un aumento de la secrecion de insulina (Torres, 1999). La diabetes ocurre cuando
las células B pancreadticas ya no son capaces de producir la cantidad suficiente de insulina
para contrarrestar los efectos de la RI, y es en esta etapa, donde se hace evidente la

hiperglicemia o elevacion anormal de la glucosa de manera crénica (Fernandez-Mejia, 2001).

Se ha demostrado que la hipertensidn arterial y los niveles altos de insulina estan
positivamente correlacionados. La insulina podria actuar a través de varios mecanismos que a
largo plazo produzcan un aumento en la presidn arterial: A) aumentando la actividad del
sistema nervioso simpatico (SNS), B) produciendo retencidn renal de sodio, C) estimulando el
transporte de sodio/hidrégeno en el musculo liso vascular, activando el factor de crecimiento,
sintesis de colagena y acimulo de lipoproteinas de baja densidad (LDL), con la subsecuente
alteracion de la funcion endotelial y D) favoreciendo la produccion de endotelina-1,
bloqueando la produccion de oxido nitrico y aumentando la respuesta vasoconstrictora y
mitogénica sobre el endotelio (Rodriguez, 2002; Torres, 1999).

3.2 Sindrome Metabdlico

Es un conjunto de trastornos multifactoriales influenciados por un fuerte componente
genético. Dicha predisposicion genética esta modulada por factores ambientales relacionados
con los habitos de vida como: la dieta rica en calorias y grasas saturadas, sedentarismo,

consumo excesivo de alcohol y tabaquismo, entre otros (Martinez et al., 2003).

Para que a un individuo se le diagnostique SM, es necesario que coexistan en él

resistencia a la insulina mas otros dos componentes de los enlistados (Figura 1).



El SM tiene un fuerte impacto en la calidad de vida de la poblacion, es por eso que las
medidas para prevenir y disminuir la RI estan dirigidas principalmente a la prevencion del SM
y a las complicaciones de éste. Las bases de estas medidas de prevencion, hasta el
momento, continlan siendo las modificaciones en el estilo de vida como la disminuciéon de
peso, llevar una dieta equilibrada rica en fibras y con bajo contenido de grasas saturadas y la

practica regular de ejercicio aerdbico (Gonzalez et a/., 1999; Martinez et al., 2003).

1. Diabetes melitus tipo 2 o intolerancia a la glucosa.
2. Hipertensidn arterial primaria (TA = 140/30 mm Hg)

3. Obesidad central (indice cintura cadera =090 en hombres, en
mujeres > 0.85 yio IMC > 27 kg/m?.

4. Dislipidemias: hipertrigliceridemia (> 200 mg/dL) y disminucidn
de C-HOL (< 35 en hombres y < 45 mg/dL en mujeres).'
Hiperinsulinemia.

Hiperuricemia.

Microalbuminuria (de 30 mg a 300 mg en orina’/24 horas) o
(20 pgiminuto)
o {albuminalcreatinina > 20mg/g).

8. Hiperfibrinogenemia.

™~ moen

9. Aterosclerosis.

Abreviaturas: IMC = Indice de masa corporal.
C-HDL = Colesterol de lipoproteinas de alta densidad.

Figura 1. Componentes del Sindrome Metabdlico (Gonzalez et a/., 1999).

3.3 Fructosa

Los pacientes con SM o las personas propensas a padecerlo, han buscado opciones
para mejorar su alimentacion y ademas de limitar su consumo de grasas saturadas han
centrado su atencién en la ingesta de carbohidratos. En las Ultimas décadas se reemplazod el
uso de la sacarosa como endulzante habitual por la fructosa, ya sea de manera cristalina o
como jarabe de maiz de alta fructosa (high-fructose corn syrup o HFSC, por sus siglas en
inglés), debido a que se consideraba benéfico en el manejo dietario de pacientes con DM2 y
RI, porque su ingesta provocaba solo un ligero incremento del indice glicémico postprandial
(Elliott et al., 2002).



A raiz de esto, se acrecentd la produccion de alimentos y bebidas endulzadas con
fructosa, y de manera paralela, también la prevalencia de obesidad. Al profundizar en las
investigaciones con respecto al metabolismo de la fructosa se ha observado que su consumo
puede contribuir al aumento de peso y a las alteraciones metabdlicas que éste conlleva. Estos
efectos vienen dados por la diferencia entre el metabolismo de la fructosa y el de la glucosa
(Elliott et al., 2002).

3.3.1 Metabolismo de /a fructosa

Se conocen dos vias para metabolizar la fructosa, una se lleva a cabo en el musculo y
la otra en el higado. El metabolismo de la fructosa en el misculo se diferencia poco del de la
glucosa. La fructosa es fosforilada por una hexoquinasa produciendo fructosa-6-fosfato, por
lo cual la incorporacion de la fructosa a la glucdlisis requiere sélo de una etapa (Figura 2)
(Voet y Voet, 1992).

HOCH, CH,OH
(o]
H HO
H OH
HO H
Fructosa
Miisculo
ATP
ADP hexoquinasa
~20,,0CH, CH,0H
o}
H HO
H OH
HO H
Fructosa-6-
fosfato

Figura 2. Metabolismo de la fructosa en muisculo (Voet y Voet,1992).



Por otra parte, el higado transforma la fructosa en intermediarios glicoliticos por una
via que involucra tres enzimas particulares. En el higado, la fructosa entra a través de GLUT5
y es rapidamente fosforilada por ATP para formar fructosa-1-fosfato, catalizada por la enzima
fructoquinasa. Después, la fructosa-1-fosfato es cortada por una aldolasa B, en gliceraldehido
y dihidroxiacetona fosfato. La tercera enzima en la via de la fructosa es la trioquinasa, la cual
cataliza la reaccién de gliceraldehido con ATP, para formar gliceraldehido-3-fosfato (Figura 3)
(Mayes, 1993).
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Figura 3. Metabolismo hepatico de la glucosa y la fructosa (Elliott, 2002).

Las vias metabodlicas de la glucosa y la fructosa convergen al nivel de la triosa fosfato
y a partir de este punto, sus metabolismos son relativamente similares, sin embargo, es
importante recalcar que la fructosa llegé a este nivel metabdlico sin pasar por el principal
punto de control de la glucdlisis (Mayes, 1993). Si recordamos, el metabolismo de la glucosa

es limitado por su capacidad de almacenarla en forma de glucdgeno y de manera mas



importante, por el control de la glucdlisis por medio de citrato y ATP que inhiben la
fosfofructoquinasa (Elliott et a/., 2002).

Por consiguiente, la ingesta excesiva o crénica de fructosa deriva en la produccién de
cantidades no reguladas de glicerol-3-fosfato y acetil-CoA (Elliott et a/, 2002). El glicerol-3-
fosfato es el cosubstrato para la esterificacion de cadenas largas de acil-CoA para la sintesis
de triglicéridos y fosfolipidos, mientras que el acetil-CoA es el principal recurso de carbono
para la lipogénesis. Primero el acetil-CoA es transportado hacia la membrana mitocondrial en
forma de citrato, luego es reconvertido en el citosol, y finalmente, es convertido a acidos
grasos de cadena larga por medio de la via del malonil-CoA. En consecuencia, la fructosa es
mas lipogénica que la glucosa, efecto que podria ser acrecentado en individuos con
hiperlipidemia, RI o DM2 (Mayes, 1993).

Teff et a/ (2004) reportan que la fructosa no estimula la produccion de insulina en las
células B pancredticas (debido posiblemente a la baja concentracion de GLUTS5 en estas
células) ni de leptina (ya que su secrecidn es estimulada por insulina). Ambas son hormonas
clave involucradas en la regulacién a largo plazo de la ingesta de alimento y el gasto
energético. Sin embargo, otros autores han reportado que la fructosa puede entrar a las
células p a través de GLUT2 (Diaz y Burgos, 2002).

3.3.2 Ingesta de fructosa, ganancia de peso y resistencia a la insulina

Una de las razones que impulso la ingesta de la fructosa es que ésta no estimula la
secrecion de insulina (Elliott et 4/, 2002). Gracias a los conocidos efectos de la insulina para
estimular la sintesis de lipidos y promover el almacenamiento de grasas, es que se origind la
idea de que la pérdida de peso seria incrementada si se evitaban alimentos que no
provocaran sintesis de insulina. Sin embargo, la insulina esta involucrada en la regulacién de
la adiposidad corporal actuando sobre el sistema nervioso central (SNC) para inhibir la
ingesta de alimento e incrementar el gasto de energia. De manera paralela, al no haber
secrecion de leptina, aumenta la sensacién de hambre, la hiperfagia y el acimulo de grasas
(Elliott et al., 2002).



Asi, el consumo prolongado de dietas altas en fructosa puede contribuir a la ganancia
de peso y al aumento de acidos grasos no esterificados. Ademas, la exposicion a
concentraciones elevadas de acidos grasos no esterificados reduce la sensibilidad a la insulina
e incrementa la produccion hepatica de glucosa, lo que conduce a la RI y a largo plazo,

puede producir efectos deletéreos en la célula B pancreatica (Elliott et a/., 2002).

3.4 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome resultante de la predisposicion genética y la
interaccién con factores ambientales; se caracteriza principalmente por una concentracion
anormalmente elevada de glucosa en la sangre y por alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, los cuales son causados por una deficiencia relativa o
absoluta de la secrecidn de insulina y diferentes grados de resistencia a la misma. Las
manifestaciones clinicas clasicas de la DM son poliuria, polidipsia y polifagia, que son
consecuencia de la hiperglicemia. Las manifestaciones cronicas consisten en dafios a varios
organos como los ojos (retinopatia con pérdida de la visidn), rifiones (nefropatia que conduce
a falla renal), nervios (neuropatia periférica y autondmica), corazdn y vasos sanguineos
(enfermedad cardiovascular, cerebrovascular y aterosclerosis periférica vascular) (Rios y Rull,
1992; Belfiore e Iannello, 2000a).

La DM es la enfermedad enddcrina mas frecuente y estd considerada entre las
principales causas de muerte a nivel mundial, su prevalencia aumenta rapidamente. Segin
calculos de la OMS, en el 2005 habia 180 millones de personas con DM y ocurrieron 1.1

millones de muertes a causa de este padecimiento (OMS, 2006b).

En México, la DM es la primera causa de mortalidad. En el afio 2000 se estim6 que
habia aproximadamente 2,179,000 personas con este padecimiento y se calcula que dicha
cifra se triplicara en el ano 2030 (OMS, 2008).

3.4.1 Clasificacion

En 1979, la OMS y el National Diabetes Data Group (NDDG) propusieron una
clasificacion de la DM que comprendia 5 categorias. Posteriormente, basada en esa



clasificacion y de acuerdo al avance en las investigaciones sobre la diabetes, la American
Diabetes Association (ADA) propuso en 1996 una clasificacion diferente y establecid cuatro
categorias: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2, otros tipos especificos de
diabetes mellitus y diabetes mellitus gestacional, ademas de un quinto grupo de individuos
con glicemias anormales: intolerancia a la glucosa y glicemia de ayunas alterada. Los tipos de

DM mas frecuentes comprenden las primeras dos categorias (Harris, 2003).

3.4.2 Diabetes mellitus tipo 1

Antes era conocida como diabetes juvenil o diabetes insulinodependiente. Es la forma
mas grave de DM vy representa entre el 5 y 10% de los casos del sindrome diabético. Se
presenta de manera mas frecuente en nifos y adolescentes, aunque puede iniciarse a
cualquier edad. Es consecuencia de la destruccion de las células B con deficiencia absoluta de
la secrecidn de insulina y tendencia a la cetosis. La accidén de ciertos agentes ambientales
sobre un individuo genéticamente susceptible genera una respuesta inflamatoria del pancreas
denominada insulitis y la modificacién antigénica de las células B pancreaticas, como
consecuencia se activa un proceso autoinmune que destruye progresivamente a estas células
y reduce la reserva de insulina. Con el tiempo, las células B se pierden por completo. Para
que ocurra la DM1 se requiere que la masa total de células B se reduzca en un 80 a 90%
(Rios y Rull, 1992).

Se distinguen dos subclases de DM1: autoinmunitaria e idiopatica, la primera y mas
frecuente, se caracteriza por la destruccion autoinmunitaria de las células B pancredticas, la
otra subclase incluye casos en los que no se conoce la causa de la destruccién de las células
B. Las personas con diabetes tipo 1 manifiestan los sintomas clasicos ligados con la
hiperglicemia, ademas de pérdida de peso, fatiga y vision borrosa. Requieren de la
administracion de insulina exdgena (Rios y Rull, 1992).

3.4.3 Diabetes mellitus tipo 2

Se conocia como diabetes no insulinodependiente o diabetes del adulto. Es la forma

mas frecuente de DM pues representa entre el 90 y 95% de todos los casos, generalmente



se presenta después de los 40 anos y su incidencia se incrementa con la edad. En algunos
casos esta enfermedad puede acompafiarse de hipertension y dislipidemia (Rios y Rull,
1992). Se caracteriza por dos defectos fisioldgicos, la reduccidn en la secrecion de insulina y
la resistencia a la accion de la misma (Foster, 1994). El pancreas es incapaz de mantener una
produccidn adecuada de insulina ante una demanda aumentada por disminucion de la accién
bioldgica de la hormona. Esta insensibilidad a la insulina afecta en diferentes grados al
metabolismo de la glucosa y los lipidos, principalmente en los tejidos muscular, hepatico y
adiposo (Rios y Rull, 1992). La hiperglicemia de la DM2 es consecuencia de uno o varios
defectos genéticos no definidos y su expresion es modificada por factores ambientales. En
una fase posterior, la hiperglicemia ejerce un efecto deletéreo sobre la produccion de

insulina, por un fendmeno denominado glucotoxicidad (Guerra et a/., 2005).

Los principales factores adquiridos que contribuyen al desarrollo de DM2 son aquellos
que se asocian al aumento en la RI como obesidad, ingesta caldrica excesiva, inactividad

fisica, embarazo y edad avanzada (Foster, 1994).

3.4.4 Metabolismo de lipidos en la DM2

De manera general, las personas diabéticas con un buen control de la glucosa
sanguinea tienen valores de colesterol total y triglicéridos en plasma dentro de los limites
normales, sin embargo, estos valores se elevan en los pacientes con un pobre control
glicémico. En estos pacientes también pueden ocurrir alteraciones cualitativas de las
lipoproteinas como glicacion, oxidacion y peroxidacién, asi como anormalidades en su
composicion que consisten en lipoproteinas de baja densidad (LDL) mas pequefias y densas,
y por ende, mas aterogénicas. Aunado a esto, la hiperlipidemia a largo plazo puede ejercer
efectos inhibitorios sobre la funcién de la célula B, fendmeno conocido como lipotoxicidad
(Belfiore e Iannello, 2000b).

La hipertrigliceridemia se presenta en un 20 a 60% de los pacientes con DM2 y no
siempre se corrige con un buen control de la glicemia. También se encuentran niveles bajos
de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Un factor que contribuye a la elevacién

de los TG en la DM2 puede ser la incapacidad de la insulina para inhibir la liberacion de



lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Aschner, 1992). En la DM2 existen dos
anomalias que caracterizan el metabolismo de las VLDL: una tasa de producciéon aumentada
de VLDL y una eliminacion disminuida de las particulas ricas en TG. Esto ocurre porque la
actividad enzimatica de la lipasa de las lipoproteinas (LPL) suele ser inferior a lo normal en
los pacientes con DM2 pues esta enzima es dependiente de insulina (Malmstréom et al,
1999). El resultado es la reduccion en el catabolismo de los quilomicrones y las VLDL,
ademas éstas donan el exceso de TG a las HDL y adquieren ésteres de colesterol mediante la
proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), las HDL enriquecidas con TG se
convierten en un buen sustrato para la lipasa hepatica que remueve estos TG, reduce el
tamafno de la lipoproteina, aumenta su densidad y facilita su depuracién del plasma. Los
niveles de HDL descienden en la medida que aumentan los TG, hecho que favorece la
aterogénesis (Aschner, 1992). Asi mismo, las HDL pueden experimentar glicacion y oxidacion,
lo que provoca que pierdan su habilidad para captar el colesterol de los tejidos periféricos. La
hipercolesterolemia en el diabético podria deberse también a un incremento de la sintesis de
colesterol independiente de insulina, por el aumento de VLDL circulantes que aportan el 20%

del colesterol total y por disminucion del catabolismo de las LDL (Guerra et al., 2005).

En pacientes con DM2 descompensada, la hipertrigliceridemia también se acompaia
de alteraciones en las caracteristicas de las LDL ya que presentan una composicién anémala

de las mismas y una preponderancia de LDL densas y pequefias (Malmstrom et al., 1999).

3.5 Hipertension Arterial

Al ser la obesidad, la DM2 y la HTA, enfermedades tan frecuentes, no es raro que
coincidan en un mismo individuo y ain mas, que estén intimamente relacionadas.
Anteriormente ya abordamos el papel de la obesidad en el desarrollo de HTA. La DM2
también es un factor importante que aumenta aproximadamente un 70% la prevalencia de
hipertension, ya sea por las alteraciones en el metabolismo de la insulina o por el dafio que

causa la diabetes a nivel renal (Stern y Tuck, 2003).

La hipertension se define como “presidon arterial elevada” y se caracteriza por una
presion sistdlica mayor o igual a 140 mmHg en forma sostenida. Es una enfermedad

asintomatica que con frecuencia tiene complicaciones mortales si no se trata. Su prevalencia,



al igual que la DM2, aumenta con la edad y se presenta aproximadamente en una de cada 5
personas durante la madurez o la senectud, entre los 50 a 60 afios (Guyton et a/., 1987). En
México, la Encuesta Nacional de Salud realizada en el afio 2000, reveld que en ese ano habia
15 millones de personas con HTA (Sepulveda, 2000).

La presion arterial (PA) alta tiene efectos negativos sobre diferentes drganos como
cerebro, corazén y rifdn. Tiene una correlacion positiva con el riesgo de accidente
cerebrovascular isquémico y hemorragico, propicia el aumento de trastornos cardiacos como
la enfermedad coronaria aterosclerdtica y la insuficiencia cardiaca y también aumenta el

riesgo de insuficiencia renal (Saez y Serarols, 2007).

La HTA se puede clasificar por sus causas en hipertensién primaria e hipertension

secundaria.

3.5.1 Hipertension primaria o esencial

La HTA esencial es un trastorno poligénico y multifactorial. Aproximadamente el 95%
de las personas hipertensas se consideran dentro de este grupo. El término “esencial” se
refiere a que se desconoce el origen o la causa de la presion elevada (Guyton et al., 1987).
La dificultad para descubrir los mecanismos responsables de hipertensidn en estos pacientes
se atribuye a la variedad de sistemas implicados en la regulacién de la presién arterial y a la

complejidad de las interrelaciones de estos sistemas entre si (Williams, 1994).

Aungue no se ha definido una causa para este tipo de hipertension, si se sabe que

varios factores pueden influir en su desarrollo.

3.5.2 Factores genéticos

Durante mucho tiempo se ha propuesto que los factores genéticos son importantes en
la génesis de este trastorno. Los antecedentes familiares de HTA son un claro factor de
riesgo para padecerla. Se estima que la influencia genética en los valores de PA oscila entre
el 20 y el 60% (Saez y Serarols, 2007).



3.5.3 Factores ambientales

Entre los factores ambientales que influyen en los niveles de PA se distinguen las

condiciones nutricionales, estilos de vida y factores psicosociales.

e Ingesta de sal. El contenido de sal en la alimentacién es un factor significativo en la
regulacion de la PA. La prevalencia de HTA es muy baja en sociedades primitivas que
tienen un escaso consumo de sal. Sin embargo, la respuesta de la PA a la ingesta de
sal es variable y sélo es sensible al consumo de sal en un 40% aproximadamente.

e Vida sedentaria. El sedentarismo es un factor de riesgo para muchas enfermedades,
el incremento en los niveles de actividad fisica regular reduce el riesgo de presentar
HTA.

e Factores psicosociales. Se incluyen los estilos de vida y la exposicién al estrés cronico,
que podrian propiciar el aumento en la PA.

e Otros factores que podrian modificar la evolucion de HTA son la edad, la raza, el

género, el consumo de alcohol y tabaco, el peso corporal, etc. (Williams, 1994).

3.5.4 Hipertension secundaria

En una minoria de pacientes con hipertension se puede identificar una causa
especifica. La mayoria de los casos de HTA secundaria corresponden a enfermedades
renales, parenquimatosas o de origen vascular o estan relacionadas con una alteracién de la

secrecion hormonal (Saez y Serarols, 2007).

3.6 Acidos grasos y produccion de eicosanoides

Los acidos grasos (AG) son componentes importantes de las membranas celulares. La
composicion de AG, fosfolipidos y el contenido de colesterol en la membrana pueden ser
modificados, lo cual altera la fluidez membranal y esto puede afectar diversas funciones

celulares como la produccién de eicosanoides (Spector y Yorek, 1985).

Muchas reacciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas tales como alteraciones

cardiovasculares, prevalencia de DM2, regulacion de la presidn arterial, trombosis, reacciones



inflamatorias y de hipersensibilidad, coagulacion sanguinea y vasomotilidad, son moduladas
por derivados oxigenados del Acido Araquiddnico (AA) y otros acidos grasos poliinsaturados,
principalmente del Acido Eicosapentaendico (EPA). Estos metabolitos son colectivamente
llamados eicosanoides e incluyen a las prostaglandinas (PGE,, PGD, y PGF,,), prostaciclinas
(PGI,), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), lipoxinas (Lx) y acidos grasos hidroxilados
(Covarrubias y Ortega, 2002).

El AA es convertido en eicosanoides de las series 2 y 4, que pueden participar en
reacciones inflamatorias y alérgicas, generalmente son pro-inflamatorios, pro-agregatorios e
inmunoreactivos. En cambio, el EPA inhibe la formacion de TX de la serie 2 (vasoconstrictor y
estimulador de la agregacion plaquetaria) y es metabolizado hasta eicosanoides de las series
3 y 5, que son compuestos con actividades fisioldgicas sustancialmente inferiores que los
derivados del AA. El EPA compite con el AA por su incorporacion en los fosfolipidos y también
por el acceso a las enzimas que participan en la sintesis de eicosanoides. Una regulacion no
balanceada en la formacion de eicosanoides es un elemento comun a varios tipos de
enfermedades, asociada a disturbios de la funcion de células o tejidos y que trae consigo la
presencia de sintomas no deseados (Voet y Voet, 1992; Covarrubias y Ortega, 2002).

3.7 Modelo de HTA y DMZ2
Cepa SHR

Debido a la incidencia de las enfermedades que abordamos anteriormente y a sus
graves consecuencias en la esperanza y calidad de vida de la poblacion, es necesario el
avance en investigaciones que contribuyan a prevenir estos trastornos y a disminuir su
prevalencia. El empleo de animales de laboratorio representa una manera econdmica,

sencilla, relativamente rapida y no menos confiable de llevar a cabo las investigaciones.

En este trabajo se empled una cepa de ratas conocida como SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats), cuyo término significa “ratas espontaneamente hipertensas”. La cepa
SHR fue originada en 1963 a partir de una colonia de ratas Wistar Kyoto. Dentro de esta
colonia encontraron un macho con hipertensién espontanea y una hembra con presion

elevada, éstos fueron cruzados. Se continudé la cruza de individuos seleccionados con



hipertension espontanea para obtener la cepa de ratas hipertensas. Estas ratas tienen una
alta incidencia de hipertension que aumenta con la edad, sin presentar lesiones organicas
primarias en rifiones o glandulas adrenales. Este modelo responde a drogas o tratamientos
antihipertensivos, por lo cual su empleo resulta adecuado para la investigacion de la HTA
esencial (Okamoto y Aoki, 1969).

Debido a que la DM2 y la HTA con frecuencia ocurren simultaneamente, se requieren
modelos animales en donde se presenten ambas patologias. En roedores, la diabetes puede
ser inducida mediante farmacos como la Estreptozotocina (STZ); esta sustancia entra a las
células B pancreaticas mediante GLUT2, una vez dentro, forma especies reactivas de oxigeno,
las cuales causan dafio al DNA y propician la muerte de las células B por apoptosis o necrosis
(Szkudelski, 2001). La diabetes de tipo 2 se obtiene al inyectar la STZ en neonatos, los cuales
aun tienen células indiferenciadas y/o con gran capacidad de regeneracién, evitando la
pérdida total de células B. El resultado son ratas con un menor nimero de células B y por

consiguiente, con una secrecién reducida de insulina (Iwase et al., 1987).



4. ANTECEDENTES

En un estudio, Frenoux y colaboradores probaron una mezcla de acidos grasos -3
EPA, DHA (Acido Docosahexaenoico) y GLA (Acido Gama-linolénico) en SHR y Wistar Kyoto
(WKY) durante 10 semanas para determinar su efecto antihipertensivo. Al final del
tratamiento, disminuyd la presion arterial de las SHR y se redujeron los niveles de

triglicéridos y colesterol en plasma en ambas cepas de ratas (Frenoux et al., 2000).

Se ha propuesto que el DHA y el EPA funcionan como protectores cardiovasculares, ya
que los eicosanoides formados a partir de EPA son menos potentes como derivados de
inflamacion que los del AA. Cuando se incrementa el consumo de EPA en la dieta, la actividad
enzimatica puede ser desviada competitivamente hacia el precursor que se encuentra en
exceso, produciendo eicosanoides de las series 3 y 5 que tienen poca o nula potencia
inflamatoria y son moduladores de la agregacidon plaquetaria (Covarrubias y Ortega, 2002).
Hirafuji y colaboradores estudiaron el efecto de EPA y DHA como protectores
cardiovasculares, encontrando que el DHA es mas efectivo que el EPA en su efecto
hipotensivo. Ademas, propusieron que aumentar la proporcion de acidos grasos o-3/w-6
produce un efecto anti-trombogénico, anti-aterogénico y mantiene la integridad vascular,
proporcionando proteccién contra diferentes enfermedades cardiovasculares (Hirafuji et al.,
2003).

Por otra parte, se ha demostrado que los acidos grasos poliinsaturados (AGPIS) w-3 y
-6 participan en el control de la expresidn genética del metabolismo de los triglicéridos,
inhibiendo la lipogénesis y favoreciendo la oxidacién de acidos grasos, reduciendo de esta
manera, los niveles de triglicéridos y por ende, el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares como la hipertension arterial (Aleman et al, 2004). Diversos estudios
sugieren también que los AGPIs tienen un efecto benéfico sobre el desarrollo o el control de

la diabetes, ya que reducen la resistencia a la insulina (Rodriguez-Cruz et al., 2005).

En otro estudio con SHR, probaron el efecto sobre la presion arterial y la proteccion
glomerular de diferentes aceites comestibles, entre ellos, el aceite de pescado que es rico en
EPA y DHA. Este aceite resultd ser el mas eficiente para prevenir el desarrollo usual de la



hipertensiéon en las SHR, con el consecuente efecto benéfico sobre las alteraciones
glomerulares (Aguila et al., 2005).



5. HIPOTESIS

La hipotesis planteada en este trabajo, es que el suministro crénico de una dieta
hipercaldrica, rica en fructosa y grasas, agrava la diabetes y la hipertension. Por otro lado, el
suministro de acidos grasos ®-3 tiene un efecto benéfico en el desarrollo de estas patologias.

De cumplirse lo esperado, se debe reflejar en la composicion de acidos grasos.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un suplemento de acidos grasos »-3 (EPA y DHA) y de una dieta

hipercaldrica, en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y en SHR con diabetes tipo 2.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Probar tres diferentes modelos para el estudio de la diabetes mellitus y establecer el

més adecuado para la induccion de diabetes tipo 2 en SHR.

En SHR control y SHR diabéticas:

e Estudiar el efecto de un suplemento crénico de acidos grasos »-3 (EPA y DHA) durante
8 meses.

o Observar el efecto de una dieta hipercalérica con y sin suplemento de acidos grasos o-
3, administrados de manera crénica durante 8 meses.

e Determinar los niveles de glucosa en sangre durante todo el estudio.

Observar la evolucion de la hipertension a lo largo del estudio.

Hacer el seguimiento de peso corporal hasta los 8 meses de edad.

- Posterior al sacrificio (8 meses de edad):

Determinar triglicéridos, colesterol y proteina en suero, higado y rifién.

Analizar la composicion de acidos grasos en higado y rifion.

Realizar el andlisis histologico de higado y rifion.



7. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se dividio en dos partes principales, la primera consistio en el
establecimiento de un modelo animal con hipertension y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
inducida. En la segunda parte se probd el efecto de una dieta hipercalérica y de un

suplemento de &cidos grasos »-3 (DHA y EPA) en el modelo previamente establecido.

7.1 Reactivos

Los quimicos empleados fueron grado reactivo y se obtuvieron de Merck® y de J.T.
Baker®. El hexano empleado en la extraccion de metil ésteres fue grado HPLC. Los metil
ésteres estandares y el trifluoruro de boro 14% en metanol se obtuvieron de Sigma-Aldrich®
de México. Los kits enzimaticos para la determinacién de colesterol y triglicéridos fueron de

Spinreact®.

7.2 Modelos experimentales

Se emplearon ratas macho de la cepa espontaneamente hipertensa (SHR), las cuales
se mantuvieron en el bioterio en cajas de polisulfonato en un ciclo de 12 horas luz-12 horas
oscuridad a ~22°C. Las ratas fueron destetadas a las cuatro semanas de edad. Después del
destete las ratas se alimentaron con una dieta estandar (Harlan®). El alimento y el agua

fueron proporcionados ad /libitum.

Se compararon 3 protocolos de induccién de diabetes. Pancreatectomia parcial (PTT),
e inyeccion de estreptozotocina (STZ) a las concentraciones de 100 mg/kg de peso corporal y

50 mg/kg de peso corporal en neonatos de 48 h.



7.2.1 Pancreatectomia parcial

Las pancreatectomias se hicieron a ratas recién destetadas. La cirugia consistio en la
extirpacion del 50% y 70% del pancreas, considerando el area extendida del mismo. Las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (40 mg/kg) y el pancreas se extirpd mediante un
electrocauterio. La pancreatectomia del 70% se realiz6 en 8 animales, mientras que la PTT
del 50% se llevé a cabo en 17 ratas. Las SHR con PTT de 50% se dividieron en 2 grupos de
8 ratas cada uno; uno de ellos se mantuvo con dieta normal y el otro recibi6 el suplemento

de acidos grasos »-3.

7.2.2 Inyeccion de STZ

La inyeccién de STZ se aplic6 con una jeringa de insulina via intraperitoneal a
neonatos de 2 dias a las concentraciones antes mencionadas. La STZ fue diluida en un

amortiguador de citratos con un pH de 4.5 en un volumen de 50 pl.

El modelo de 100 mg/kg de STZ se realizé con 30 animales. Uno de los criterios para
elegir el método més adecuado de DM2 en SHR, fue el registro del nimero de animales
muertos desde el momento de la induccion hasta las 6 semanas de edad. En el caso de la
PTT, el registro de animales muertos se hizo posterior a la cirugia y en las 2 semanas
siguientes (6 semanas de edad). Con estos registros se obtuvo el porcentaje de mortalidad

en cada modelo experimental.

Cada modelo se mantuvo hasta los 8 meses de edad para observar sus efectos a largo

plazo.

7.3 Dietas experimentales

Para probar el efecto de las dietas experimentales, se emplearon SHR control (A) y
SHR diabéticas (B): el lote (A) consistié de 4 grupos de SHR con dietas experimentales (n = 4
a 6 ratas) y el lote (B) de 4 grupos de SHR diabéticas con dietas experimentales (n = 6 a 12
ratas) (Ver Tabla 1).



Tabla 1. Grupos experimentales de SHR y SHR-STZ 50 mg/kg

A B

SHR (SHR con dieta normal) STZ 50 (SHR-STZ 50 con dieta normal)

STZ 50/®-3 (SHR-STZ 50 con suplemento de -
SHR/®-3 (SHR con suplemento de ®-3)

3)
SHR-DHC (SHR con dieta hipercaldrica) STZ 50-DHC (SHR-STZ 50 con dieta hipercalérica)
SHR-DHC/®-3 (SHR con dieta hipercaldrica y STZ 50-DHC/®-3 (SHR-STZ 50 con dieta
suplemento de ®»-3) hipercaldrica y suplemento de ®-3)

7.3.1 Dieta hipercalorica

La dieta hipercaldrica consistié en alimento comercial (Harlan®) enriquecido 13% en
peso con manteca de cerdo y fructosa (Astroguim®) al 10% en el agua de consumo diario.
La manteca se puso a calentar a 60°C y las croquetas fueron sumergidas en ella durante 30
minutos, posteriormente se dejaron escurrir para retirar la grasa excedente. El agua se

preparaba y cambiaba diariamente. Se les proporcion6 agua y alimento ad /libitum.
El suplemento de &cidos grasos o-3 provenientes de aceite de salmén (GNLD®), se
suministré por canulacion, cuatro veces por semana, a los grupos ya mencionados en una

proporcion de DHA de 240 mg/kg de peso corporal y EPA de 360 mg/kg de peso corporal.

Las dietas fueron proporcionadas a partir de la sexta semana de edad para que las

ratas ya estuvieran acostumbradas al alimento seco.

Tanto las dietas como el suplemento de ®»-3, se mantuvieron hasta la edad de 8

meses para probar su efecto a largo plazo.

7.4 Manejo de los animales

El peso corporal de las ratas fue medido de 3 a 4 veces por semana para obtener su

indice de ganancia diaria de peso en cada uno de los tratamientos.




Se llevo un registro semanal de los niveles de glucosa, ésta fue medida en sangre
(obtenida de la cola de las ratas) por el método de la glucosa oxidasa de tiras reactivas en un

glucometro digital (AccuChek®).

La presion arterial fue medida cada semana con un pletismoégrafo (Letica® Modelo LE
5007) en la cola de las ratas. El valor de la presién arterial se obtuvo con el promedio de 5
mediciones en cada rata. El pletismografo consiste en un insuflador, un transductor, una
camara de calefaccién y computadora con un software especial. Para llevar a cabo la
medicién de la presion arterial, la rata es colocada dentro de un “restrictor de movimiento”,
el cual consiste en una camara de plastico con puertas en ambos extremos, dentro de la
camara, los movimientos de la rata son limitados sélo dejando libre la cola para que le sean
colocados el transductor y el insuflador. El transductor monitorea continuamente el pulso
(latidos por minuto) de la rata y el insuflador provoca la oclusion del flujo sanguineo en la
cola por medio de una bomba de aire, las pulsaciones producidas por la presién de los latidos
del corazén son detectadas por el transductor. Esto permite la medicion del pulso, la presién
sistdlica, diastélica y media. La camara de calefaccion consiste en una caja de acrilico con un
ambiente célido (—35°C), se emplea para producir la vasodilatacién periférica y el aislamiento
del animal de la luz y el ruido externo, evitando ademas el estrés excesivo de la rata. Las
ratas dentro de los restrictores son metidas en la camara de calefaccion 15 minutos antes de
realizar las mediciones. El software empleado es Chart® y permite visualizar y almacenar los

registros de presion en la computadora.

7.4.1 Sacrificio

Las ratas fueron sacrificadas a la edad de 8 meses. Se anestesiaron con pentobarbital

(40 mg/kg de peso corporal) y posteriormente se sacrificaron por puncién cardiaca.

7.4.2 Extraccion de muestra sanguinea

A cada rata se le obtuvo una muestra sanguinea (aprox. 5 ml) mediante puncién

cardiaca. La sangre se colectd en tubos de ensaye y fue colocada en un bafio Maria a 37°C

durante 15 minutos. Para la obtencion del suero, la sangre se centrifugé a 3000 rpm durante



5 minutos en una centrifuga Hermle Z® 383 K con rotor 220.78 VO2. El suero se recolectd

con una pipeta Pasteur y se mantuvo en congelacion en tubos eppendorf.

7.4.3 Aislamiento de drganos

Se aislaron higado y rifiones. Una vez extraidos, los 6érganos se lavaron con solucion
salina fisioldgica y PBS, fueron almacenados de la siguiente manera: un rifién y la mitad del
higado fueron almacenados en tubos de plastico con paraformaldehido al 4% en PBS, para
su posterior andlisis histolégico. El higado restante y el otro rifidon fueron colocados por

separado en tubos de plastico y mantenidos en congelacion a —70°C.

7.5 Mediciones bioquimicas en suero

En el suero se midieron colesterol, triglicéridos y proteina.

7.5.1 Colesterol y triglicéridos

El colesterol y los triglicéridos fueron cuantificados mediante kits comerciales. Estos
kits originan un compuesto coloreado de manera enzimatica. La intensidad del color formado

es proporcional a la concentracion de colesterol o triglicéridos presente en la muestra.

Para el colesterol se empleé el kit Colesterol-LQ CHOD-POD de Spinreact®, los
ésteres de colesterol reaccionan y forman colesterol y acidos grasos mediante una colesterol
esterasa. El colesterol es oxidado y produce 4-colestenona y peréxido de hidrégeno, esta
reaccion es catalizada por una colesterol oxidasa, finalmente el peréxido de hidrégeno
reacciona con fenol y 4-aminofenazona para formar quinonimina y agua mediante una

peroxidasa dando una coloracion roja.

Para triglicéridos se utilizd el kit Triglicéridos-LQ GPO-POD de Spinreact®, los
triglicéridos forman glicerol y acidos grasos libres mediante lipoproteinlipasa. El glicerol es
fosforilado por una glicerolfosfato deshidrogenasa y ATP en presencia de glicerol quinasa

para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-fosfato. EI G3P es entonces convertido a



dihidroxiacetona fosfato y perdxido de hidroégeno por glicerolfosfato deshidrogenasa. Al final,
el peroxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona y p-clorofenol y forma quinona y

agua, reaccion catalizada por la peroxidasa dando una coloracion roja.

Para cada muestra se coloc6 1 ml de reactivo y 10 ul de suero en un tubo eppendorf,
se agitd y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente la solucion
fue vaciada en celdas para espectrofotometro y fueron leidas en un espectrofotometro
(Amersham Biosciences®) a una longitud de onda de 505 nm. Cada muestra se prepar6 por

triplicado.

Se construyd una curva patrén con las concentraciones de 0, 10, 20 y 30 pug/ml de
colesterol o triglicéridos, segun fuera el caso; en esta curva se interpolaron los valores de

absorbancia obtenidos.

7.5.2 Proteina

La proteina fue cuantificada por el método de Bradford (1976). Como patron de
referencia se utiliz6 albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de 1 pg/ul. Se
elaboro la curva patron de BSA de 0 a 10 pg con un intervalo de 2 ug, completando con agua
bidestilada a un volumen de 200 pl. Para el desarrollo de color se adicion6 1 ml de reactivo
Bradford a cada punto de la curva. Las absorbancias se leyeron en un espectrofotometro
(Amersham Biosciences®) a 595 nm y sobre la curva resultante (r> > 0.97) se interpolaron

los valores obtenidos de absorbancia de las muestras.

Para leer las muestras en el espectrofotometro, se prepararon diluciones de suero en
proporcion 1:100. Se emplearon 10 ul de dilucién, 190 ul de agua bidestilada y 1 ml de
reactivo Bradford para cada muestra. Cada muestra se preparé por triplicado y se leyeron a
595 nm.

7.6 Mediciones bioquimicas en organos

En higado y rifidn también se cuantificaron triglicéridos, colesterol y proteina.



Para llevar a cabo las mediciones se pesaron 200 mg de tejido y se colocaron en un
tubo eppendorf con 300 ul de PBS, a continuacion el tejido se disgregd en homogenizadores
con ayuda de un taladro. Se hicieron diluciones 1:10 para la medicion de triglicéridos y

colesterol y diluciones 1:100 para cuantificacion de proteina.

- Los triglicéridos fueron medidos con el kit Triglicéridos-LQ GPO-POD de Spinreact®.
Se utilizaron 10 pl de dilucion 1:10 por 1 ml de reactivo, las muestras se prepararon por

triplicado y fueron leidas en espectrofotometro a 505 nm.

- El colesterol se cuantificd con el kit Colesterol-LQ CHOD-POD de Spinreact®. Se
emplearon 50 ul de dilucién 1:10 por 1 ml de reactivo, las muestras se prepararon por

triplicado y fueron leidas a 505 nm en un espectrofotémetro.

- La proteina se cuantificé por el método de Bradford. Para leer las muestras en el
espectrofotometro se emplearon 10 pl de diluciéon 1:100, 190 ul de agua bidestilada y 1 ml

de reactivo Bradford. Cada muestra se preparé por triplicado y se leyeron a 595 nm.

7.7 Aislamiento de lipidos en higado y rifion

La extraccion de lipidos totales se hizo por el método de Folch et a/. (1957). Se utilizé
1 gramo de tejido en 19 ml de solucion cloroformo-metanol (2:1). El tejido se disgreg6 en un
homogenizador Potter-Elvehjem de vidrio por unos minutos y posteriormente se filtré en
papel filtro libre de grasa. Al filtrado se le agregaron 0.2 vol. de agua bidestilada y se
centrifugé 5 minutos a 3000 rpm con rotor 220.78 VO2 para facilitar la separacion de las
fases acuosa y lipidica. Se lavd tres veces con una solucion de cloroformo-metanol-agua en
proporcion 3:48:47 retirando la fase acuosa entre cada lavado. La fase cloroférmica (que
contiene los lipidos) fue colectada. Se evaporé el cloroformo para obtener el concentrado de

lipidos.



7.8 Transesterificacion de acidos grasos

Los acidos grasos se metilaron por transesterificacion con trifluoruro de boro (BF3) al
14% en metanol (Morrison y Smith, 1964). Para hacer la transesterificacién, se
resuspendieron los lipidos con 0.5 ml de cloroformo y se colocaron 50 ul de muestra en un
vial de vidrio. El cloroformo se evapord y se le agregaron 0.5 ml de BF3; para evitar la
oxidacion de los lipidos se les afiadio una atmésfera de nitrégeno. Los viales se cerraron
herméticamente y se pusieron en agua en ebullicibn (92-93°C) durante 30 minutos. Al
finalizar este tiempo, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Una vez frias,
se les afiadi6 1 ml de hexano grado HPLC y 0.5 ml de agua bidestilada, se agitaron y se
dejaron reposar unos minutos hasta ver formadas dos fases. La fase inferior correspondia a
la fase acuosa y la superior a la hexanica o lipidica, esta Ultima se colect6 en un vial limpio y
se evaporo el hexano con ayuda de nitrogeno. Las muestras se guardaron en congelacion (-

20°C) protegidas de la luz.

7.9 Analisis por cromatografia de gases

La composicion de &cidos grasos se analiz6 en un cromatografo de gases (Perkin-
ElImer® Modelo Clarus 500 controlado por computadora) equipado con un detector de
ionizacién de flama y con una columna capilar Omegawax de 30 m de longitud, diametro
interno de 0.25 mm y grosor de recubrimiento de 0.25 mm. Tanto la temperatura del
inyector como del detector fueron de 250°C. Las muestras se separaron en la columna con
un programa disefiado de la siguiente forma: 5 min. a 180°C, luego una rampa ascendente
de 5°C/min hasta 240°C, donde permanecioé por otros 18 min. Como gas de acarreo se utilizd
nitrégeno. Cada corrida duré 35 minutos y la inyeccién se hizo con 1 ul de muestra con una

jeringa Hamilton®.

7.9.1 Inyeccion de metil ésteres estandares

La identificacion de cada uno de los acidos grasos se llevé a cabo por comparacion de

los tiempos de retencion de metil ésteres estandares (SIGMA®) con un grado de pureza

superior al 98%.



Para llevar a cabo la identificacion de los acidos grasos de nuestras muestras, primero
se inyectaron metil ésteres estandares con el fin de obtener sus tiempos de retencién y asi
poder compararlos con los obtenidos de cada muestra. Los estandares inyectados fueron los

siguientes:

e Metil Octanoato (8:0)

e Metil Decanoato (10:0)

e Metil Laurato (12:0)

e Metil Miristato (14:0)

e Metil Miristoleato (14:1)

e Metil Palmitato (16:0)

e Metil Palmitoleato (16:1)

e Metil Estearato (18:0)

e Metil Oleato (18:1)

e Metil Linoleato (18:2)

o Metil y linoleato (18:2)

e Metil Linolenato (18:3)

e Metil linoleato conjugado (18:2) (tres isbmeros)
e Metil Araquidato (20:0)

e Metil Eicosenoato (20:1)

e Metil Araquidonato (20:4)

e Metil Behenato (22:0)

e Metil Eicosapentaenoato (20:5)
e Metil Erucato (22:1)

e Metil Docosahexaenoato (22:6)

7.10 Histologia

Los 6rganos para hacer el andlisis histoldégico se mantuvieron en paraformaldehido al
4% en PBS, durante al menos 72 hrs. Posteriormente se lavaron con agua de grifo durante
30 minutos para retirar el fijador. Después se deshidrataron con diferentes concentraciones

de alcohol durante 30 minutos en orden creciente, como se describe en el anexo 2, con el fin



de tener la consistencia adecuada del tejido. Una vez deshidratados los érganos, se aclararon

con xilol para finalmente ser incluidos en parafina.

7.10.1 Montaje de los cortes

Los bloques de parafina fueron cortados en microtomo con un grosor entre 4 y 6 um.
Una vez hecho el corte se colocé en el portaobjetos previamente gelatinizado y se agregaron
gotas de solucidon Ruyter hasta dejar extendido el corte. Posteriormente, para aumentar la
adhesion, la laminilla se mantuvo en una estufa a 40°C hasta que se secd. Se realiz6 tincion

de eosina-hematoxilina como se describe en el anexo 2.

7.10.2 Andlisis histopatologico

Una vez montados los cortes para su observacion histologica, estos fueron
examinados y fotografiados con un microscopio de luz (Carl Zeiss ®). Los hallazgos
histoldgicos se evaluaron observando 5 campos Opticos y las alteraciones morfolégicas se
clasificaron segun el grado de dafio observado en: sin cambios patol6gicos aparentes (SCPA)
si no se observé cambio tisular, mientras que los dafios fueron clasificados en leves,

moderados y severos, segun su intensidad.

7.11 Andélisis estadistico

Los resultados de peso, presion arterial y cuantificaciones de proteina y lipidos en
suero, higado y rifién fueron analizados mediante la prueba de ANOVA simple, seguida de la

prueba de Fischer con una p < 0.05.

En las figuras, los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre 2 grupos, al
igual que letras diferentes (ej. a vs 6); letras acompafiadas (ej. ab 0 bd) indican que no hay

diferencias significativas entre dos grupos especificos, pero si con respecto a otros.

En el caso de la histopatologia, los valores obtenidos se consideraron como no

paramétricos, por lo que fueron evaluados utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, con el fin



de determinar el efecto de los tratamientos, mientras que la prueba U de Mann-Whitney fue
usada para comparar las medias de cada parametro entre los grupos, con un valor de

significancia de p < 0.05.






8. RESULTADOS

8.1 Modelos de induccion de DM2

En este estudio se probaron tres modelos para la induccion de diabetes tipo 2 en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR); el propdsito fue obtener un modelo animal que
reflejara mejor las caracteristicas de una hiperglicemia ligera en humanos. Se sabe que en la
diabetes tipo 2 no controlada, los niveles de glucosa oscilan considerablemente sin que el
sujeto tenga plena conciencia de ello, de tal manera que los niveles maximos y minimos de
glicemia, son cada vez mas grandes conforme progresa la enfermedad. Por esta razodn,
proponemos que en el caso de una DM2 no controlada con hiperglicemia ligera, la
representacion de las areas entre las que se mantiene la glucosa, debera ser un indicador del

desarrollo de la patologia.

En la figura 4 se muestran los niveles maximos y minimos de glucosa registrados para
cada modelo experimental. En la figura 4A podemos apreciar que los niveles de glucosa en
sangre de las SHR control se mantienen normales, entre 90 y 100 mg/dl. Cabe mencionar
que las SHR con pancreatectomia del 70% no sobrevivieron, de manera que los resultados
presentados en este trabajo son del grupo con PTT de 50% (n = 8). En la figura 4B se
observa que en las ratas con PTT no se detecté un aumento en la glicemia, ya que la glucosa
se mantuvo por debajo de los 100 mg/dl, lo cual demuestra que la PTT no condujo al
desarrollo de diabetes tipo 2 en estas ratas. En la figura 4C se aprecia el intervalo en que
oscilaron los niveles de glucosa en las ratas inyectadas con 50 mg/kg de STZ (n = 6-12); las
ratas tuvieron un promedio de glucosa de 140 mg/dl que aumentd con la edad, presentando
incrementos que alcanzaron los 450 mg/dl a las 30 semanas de edad, la oscilacién en los
niveles de glucosa demuestra el descontrol de la misma, lo cual se asemeja a un caso de
diabetes tipo 2 en humanos. En la figura 4D vemos los niveles de glucosa sanguinea
producidos por la inyeccion de 100 mg/kg de STZ (n = 3); la glicemia en sangre mantuvo un
valor promedio de 190 mg/dl con grandes oscilaciones que alcanzaron los 600 mg/dl, esto
demuestra la pérdida del control de la glicemia, muy posiblemente originado por la casi
ausencia de insulina. Hay que recalcar que en los casos donde se aprecian areas de glucosa
muy grandes (Figuras 4C y 4D), no se debe a la presencia de dos o mas poblaciones con



niveles muy altos 0 muy bajos de glucosa, sino de individuos que presentaron hiperglicemia,
normoglicemia e hipoglicemia a lo largo de su vida. En la figura 5 se muestran dos graficas
representativas de dicho comportamiento; en estas graficas se muestran los registros de
glucosa de 2 ratas del grupo SHR con 50 mg/kg de STZ, podemos apreciar la oscilacion de la

glicemia conforme al tiempo.
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Figura 4. Maximos y minimos en que se mantuvieron los niveles de glucosa sanguinea de SHR en cada

uno de los modelos. A) Rango de glucosa en sangre de SHR control. B) Rango de glucosa de SHR con

PTT. C) Rango de glucosa de SHR con 50 mg/kg de STZ. D) Rango de glucosa en SHR con 100 mg/kg
de STZ.

La figura 6 muestra el porcentaje de mortalidad obtenido con cada modelo
experimental. La PTT causé una mortalidad de 5.8%, la inyeccion de 50 mg/kg de STZ

provocd 10.5% de mortalidad y la inyeccién de 100 mg/kg de STZ causé una mortalidad de



90%. Es importante mencionar que la mortalidad generé una reduccién importante de la
poblacion en este ultimo grupo, quedando un lote de 3 ratas, de las cuales se siguieron los
parametros de peso, glucosa y presion, hasta los 8 meses de edad.
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Figura 5. Comportamiento de la glucosa sanguinea de dos individuos del grupo SHR-STZ 50.
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad obtenido con cada uno de los modelos experimentales.



Los promedios de presion sistdlica en cada uno de los modelos experimentales se
muestran en la figura 7. En las SHR control (Figura 7A) se observa que la presion arterial
rebasa los 140 mmHg a las 10 semanas de edad, fecha en que se establece la hipertension.
La presion arterial continlia elevandose a lo largo del tiempo hasta alcanzar valores de 170

mmHg a las 29 semanas de edad, posteriormente la presidon disminuye ligeramente.

En la figura 7B se puede ver que las ratas con pancreatectomia parcial no presentaron
incrementos aparentes de presion arterial, sino hasta la semana 18 en que alcanzé los 170
mmHg. No obstante, tiempo después la presion volvié a disminuir a 135 mmHg, esto nos
demuestra que la PTT no contribuyd en el desarrollo de hipertension e incluso estas ratas no

parecen haberla desarrollado.

La figura 7C muestra que las ratas con 50 mg/kg de STZ desarrollaron hipertension a
las 11 semanas de edad, tiempo similar al de los controles SHR. Posteriormente la presion se

elevd conforme a la edad de las ratas y finalmente se mantuvo en 150 mmHg.

En la figura 7D podemos observar que la presidn arterial sistdlica de las ratas con 100
mg/kg de STZ permanecié por debajo de los 140 mmHg casi todo el tiempo y sblo hasta la
edad de 36 semanas, alcanzaron los 150 mmHg; esto parece indicar que la hiperglicemia que

presentaron estas ratas no contribuyd al incremento de la presion arterial en este modelo.

En la figura 8 se representa el seguimiento de peso corporal del grupo SHR control y
de los 3 modelos que probamos para inducir diabetes. El grupo con 100 mg/kg de STZ
mostré una tendencia a aumentar de peso en comparacion con los otros grupos (recordando
que el promedio de peso corporal de este grupo fue de un lote de 3 ratas). La inyeccion de
50 mg/kg de STZ y la PTT, no afectaron el peso corporal de los animales, ya que se

comportaron igual que el grupo control.
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Figura 7. Promedios de presion arterial sistélica de las SHR con cada modelo de induccién. A) Presion
sistdlica de SHR control. B) Presion sistolica de SHR con PTT. C) Presion sistolica de SHR con 50 mg/kg
de STZ. D) Presion sistdlica de ratas inyectadas con 100 mg/kg de STZ.
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Figura 8. Seguimiento de peso corporal de SHR control, SHR con PTT y SHR inducidas con STZ a las
concentraciones de 50 mg/kg y 100 mg/kg.

Debido a la reducida poblacién restante de ratas con 100 mg/kg de STZ, nos resulta
claro que seria dificil obtener datos concluyentes sobre este modelo, sin contar con la enorme
poblacién de ratas que seria necesario utilizar. Gracias a estos inconvenientes, el modelo de
SHR con 100 mg de STZ resulta poco propicio para ser utilizado. Asi, considerando los cuatro
parametros presentados anteriormente, se decidid que el modelo mas adecuado para inducir
DM2 en SHR es la inyeccion intraperitoneal de 50 mg/kg de STZ a neonatos de 2 dias, ya que
promueve el aumento de la glicemia y el descontrol de la misma, semejando a un caso de
DM2 en humanos. En este modelo también se desarrolld y se mantuvo la hipertension, a
diferencia de los grupos con PTT y STZ 100 en los que la hipertensién se presentd de manera
tardia. Ademas, el porcentaje de mortalidad es bajo y por ende, puede llevarse a cabo sin
una pérdida significativa de la poblacién bajo estudio. También hay que mencionar que este
estudio se propuso para su seguimiento durante 8 meses, de tal manera que la posibilidad de
llegar a esa edad con la mayor parte de la poblacién era superior con el modelo de 50 mg/kg
de STZ.



8.2 Efecto de la STZ (50 mg/Kg de peso corporal) en SHR

En el caso de cada uno de los cuatro grupos de SHR control, la poblacion fue de 3a 6
animales en los que se midieron todos los parametros. En el caso de las SHR diabéticas, las
cinéticas de peso, glucosa y presién arterial comprendieron una poblacion de 6 a 12 ratas,
mientras que las cuantificaciones de proteina, lipidos y acidos grasos se realizaron con una

poblacién de 5 a 6 animales.

En esta seccion se presenta la comparaciéon entre el grupo SHR control con el grupo
de 50 mg/kg de peso de STZ (SHR-STZ 50), con la intencion de ver los cambios producidos
por la inyeccién de STZ sobre la glucosa sanguinea, la presién arterial, el peso corporal, el
contenido de lipidos (triglicéridos y colesterol) en suero y tejidos (higado y rifidn), asi como
en la composicion de acidos grasos de higado y rifidon. Ambos grupos se mantuvieron hasta

los 8 meses de edad.

8.2.1 Glucosa, presion arterial y peso

Los niveles de glucosa del grupo SHR control y SHR-STZ 50 se presentan en la figura
9. Las figuras 9A y 9B, representan el promedio de glucosa sanguinea a partir del destete y
hasta los 8 meses edad, con sus respectivas desviaciones estandar. Las figuras 9C y 9D,
representan los maximos y minimos que definen el area entre la que se mantiene la glucosa
sanguinea. Estas graficas nos permiten apreciar mejor el comportamiento de la glicemia
durante la vida de las ratas y hacer una comparacién mas clara entre ambos grupos. La
glicemia de las ratas SHR control se mantuvo inferior a los 100 mg/d! (Figuras 9A y 9C) y las
desviaciones estandar se mantuvieron pequefias, esto demuestra el adecuado control de la
glicemia en estas ratas, como era de esperarse. Por otro lado, el grupo con 50 mg/kg de STZ
tiene una glicemia promedio de 140 mg/dl con grandes desviaciones estandar (Figura 9B),
las cuales reflejan el descontrol de la glicemia y el incremento de ésta con la edad. Lo
anterior se aprecia claramente al comparar las areas representadas en la figura 9C vs. 9D.

En la figura 10 se muestra la presion arterial sistdlica a diferentes tiempos. En la
figura 10A se encuentra el registro de la presion sistdlica de las SHR control, se observa que
la hipertension (> 140 mm Hg) se establece a partir de las 10 semanas de edad y ésta



continda incrementandose conforme a la edad de las ratas, alcanzando su valor maximo (175

mmHg) a las 28 semanas de edad. La presion sistdlica de las ratas inyectadas con 50 mg/kg

de STZ se observa en la figura 10B. Las ratas sobrepasaron los 140 mmHg a las 9 semanas

de edad y el valor maximo fue de 160 mmHg a la edad de 20 semanas. Esto nos indica que

la inyecciéon de 50 mg/kg de STZ no afecta el desarrollo ni la magnitud de la hipertension, a

pesar de inducir una ligera hiperglicemia, sin embargo, como sucede con la glicemia, la

presion arterial presenta mayores oscilaciones, es decir, minimos y maximos de presién mas

grandes que en las ratas control.
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Figura 9. Glucosa sanguinea de SHR control y SHR con STZ, a partir del destete y hasta los 8 meses de
edad. A) Promedios de glucosa de SHR control. B) Promedios de glucosa de SHR-STZ (50 mg/kg). C)
Intervalo dentro del cual se situ6 la glicemia de las SHR. D) Intervalo en que oscilaron los valores de

glicemia de las ratas con 50 mg/kg de STZ.
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Figura 10. Seguimiento de la presion arterial sistdlica. A) Presion sistolica de SHR control. B) Presion
sistdlica de SHR con 50 mg/kg de STZ.
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Figura 11. Seguimiento de peso corporal de SHR control y SHR con STZ (50 mg/kg).

En la figura 11 se puede apreciar la ganancia de peso conforme al tiempo de las SHR

control y SHR con STZ (50 mg/kg), podemos ver que no hay diferencias entre ambos grupos.

Asi pues, a pesar del descontrol en la glucosa, no se registraron alteraciones en la
velocidad de crecimiento de las ratas ni en el desarrollo de la presién arterial, por lo cual no

se esperaria gran cambio en el metabolismo de las ratas; para corroborar esto, se hicieron



cuantificaciones de lipidos y proteina, ademas se obtuvo la composicion de acidos grasos en
higado y rifidn.

8.2.2 Cuantificaciones de lipidos y proteina

Se llevaron a cabo cuantificaciones de triglicéridos, colesterol y proteina en suero,
higado y rifidon a los 8 meses de edad, para observar los cambios que ocurren por la
hiperglicemia generada por 50 mg/kg de STZ, en comparacién con SHR normales. En esta
seccion se reportan las cuantificaciones de dos formas: en la primera se presenta la cantidad
total de triglicéridos y colesterol en suero, higado y rifidn; en la segunda el cociente de
triglicéridos o colesterol respecto a la cantidad de proteina de cada grupo. Este cociente nos
permite normalizar los resultados de acuerdo a la cantidad de proteina presente en la

muestra y nos proporciona una relacién de los lipidos en suero y érganos.
8.2.2.1 Proteina y Lipidos en Suero
En la figura 12 se muestra la cuantificacion de proteina en suero de los grupos SHR

control y SHR con 50 mg/kg de STZ. Se observa que en el grupo con STZ disminuyd 44% la

cantidad de proteina con relacion al grupo SHR.
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Figura 12. Cantidad de proteina en suero de SHR y SHR con STZ (50 mg/kg). (P < 0.05)
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Figura 13. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en suero de SHR control y SHR con 50 mg/kg
de STZ a los 8 meses de edad. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol.
C) Cociente de triglicéridos/proteina. D) Cociente de colesterol/proteina. (P < 0.05)

En la figura 13 se muestran las cuantificaciones de triglicéridos y colesterol de las SHR
control y SHR con STZ (50 mg/kg). En la figura 13A vemos que la cantidad de triglicéridos en
suero es la misma en las ratas control y en las ratas con STZ, por lo cual, la diabetes parece
no producir cambios en este parametro. A diferencia de los triglicéridos, la cantidad de
colesterol si se modifica en el grupo inducido con STZ, como se observa en la figura 13B, la
cantidad de colesterol en suero disminuye 26% en este grupo. En la figura 13C se muestra el
cociente de triglicéridos/proteina en suero en los grupos SHR y SHR con STZ, podemos ver

que aparentemente los triglicéridos aumentan un 40% en el grupo con STZ, sin embargo,



estadisticamente no hay diferencias entre ambos grupos. El cociente de colesterol/proteina
en suero se muestra en la figura 13D, las ratas inyectadas con STZ muestran un aumento de

22% en la cantidad de colesterol con respecto a las ratas normales.

8.2.2.2 Proteina y Lipidos en Higado
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Figura 14. Cantidad de proteina en higado de SHR y SHR con STZ (50 mg/kg). (P < 0.05)

En la figura 14 se encuentra graficada la cantidad de proteina en higado de los grupos
SHR y SHR con STZ (50 mg/kg), podemos observar que la proteina disminuye 31% en las
SHR con STZ. La cuantificacion de lipidos en higado se muestra en las figuras 15A y 15B, la
cantidad de triglicéridos en SHR normales es de 14 mg/g tejido, mientras que los TG de las
ratas con STZ aumentaron a 17.6 mg/g tejido, lo que equivale a un incremento del 24.6%.
La cantidad de colesterol en ratas normales fue de 3.4 mg/g tejido y la de ratas con STZ fue
de 2.9 mg/g tejido, a pesar de que el colesterol tuvo una disminucién del 14% en las ratas

inducidas, este decremento no es estadisticamente significativo.

El cociente de TG sobre proteina nos muestra un incremento de 80% en las ratas
inducidas con STZ en comparacion con las SHR, es decir, la cantidad de TG aumentd de 132
ug/mg proteina a 238 pug/mg proteina (Figura 15C). En cuanto a la cantidad de colesterol en

higado, no se encontraron diferencias entre los cocientes de ambos grupos (Figura 15D).
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Figura 15. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en higado de SHR y SHR-STZ (50 mg/kg) a los
8 meses de edad. A) Cuantificacidn de triglicéridos. B) Cuantificacién de colesterol.
C) Cociente de triglicéridos/proteina. D) Cociente de colesterol/proteina. (P < 0.05)

8.2.2.3 Proteina y Lipidos en Rifion

En el rifidn se presentaron diferencias importantes entre ambos grupos. En la figura
16 se observa la cuantificacién de proteina en rifidn; en las SHR este valor fue de 95 mg/g
tejido, mientras que en las SHR inyectadas con STZ, la proteina fue de 47 mg/g tejido,

mostrando un decremento del 50%.
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Figura 16. Cantidad de proteina en rifion de SHR y SHR con STZ (50 mg/kg). (P < 0.05)

La figura 17A muestra que en las SHR la cantidad de TG fue de 7.5 mg/g tejido y en
las ratas inducidas con STZ la cantidad de TG aumentd a 13.2 mg/g tejido (76% mas alta). El
colesterol también tiene una tendencia a aumentar en las ratas con STZ, esto se puede
apreciar en la figura 17B, el colesterol en rifidn de las SHR fue de 1.42 mg/g tejido y en ratas

diabéticas fue de 2.77 mg/g tejido, esto representa un incremento de 94.7%.

En los cocientes de TG y colesterol sobre proteina, las SHR con STZ también
presentan valores mas altos que las ratas control, sin embargo en el caso de los TG, el
aumento fue casi 4 veces mayor; en la figura 18A se representan estos cocientes. El cociente
de triglicéridos/proteina de las SHR fue de 79.1 ug/mg proteina, mientras que el de las SHR-
STZ 50 mg/kg fue de 280.8 ng/mg proteina, este incremento fue de 255%. En el caso de los
cocientes de colesterol (Figura 18B), las ratas control tuvieron 94.8 ug colesterol/mg proteina

y las ratas diabéticas 184.7 ug colesterol/mg proteina, siendo 95% mas alto en estas ultimas.
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Figura 17. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en rifion de SHR y SHR-STZ (50 mg/kg) a los 8
meses de edad. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. (P < 0.05)
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Figura 18. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en rifidn de SHR y SHR-STZ (50 mg/kg) a los 8
meses de edad. A) Cociente de triglicéridos/proteina. B) Cociente de colesterol/proteina. (P < 0.05)

Los resultados de lipidos nos mostraron que los triglicéridos en suero no son
modificados en las ratas diabéticas, sin embargo, en higado y rifidn si se presentaron
cambios, ya que las ratas diabéticas (50 mg/kg STZ) mostraron incrementos significativos, lo
cual nos sugiere que la diabetes inducida con esta concentracion de STZ, promueve una
mayor acumulacién de triglicéridos en higado y rifidn. En el caso del colesterol, la dosis de
STZ (50 mg/kg) no parece producir modificaciones en suero e higado de las SHR, sin

embargo parece promover la acumulacidon de colesterol en rifndn. Ademas hay que mencionar



que las ratas inyectadas con STZ tuvieron menor cantidad de proteina que las ratas control,
esto nos indica que aunque el modelo de 50 mg/kg de STZ genera una diabetes con
hiperglicemia ligera, no sélo se inducen modificaciones en el metabolismo de lipidos sino

también en el metabolismo de proteinas, probablemente al activarse la gluconeogénesis.

8.2.3 Composicion de acidos grasos en higado y rifion

Se analizé la composicidn porcentual de acidos grasos en higado y rifidon para
observar los cambios ocurridos en las SHR inyectadas con 50 mg/kg de STZ, en comparacion
con las SHR normales a los 8 meses de edad. También se obtuvo un cociente de acidos
grasos insaturados/saturados (I / S) que sirve como parametro indirecto de la fluidez

membranal proporcionada por los acidos grasos.

En la tabla 2, se muestra la composicion de acidos grasos en higado, las diferencias
estan indicadas en negritas y como vemos, la composicién de AG es muy similar en ambos
grupos; entre los cambios ocurridos observamos que en las ratas inducidas con STZ, el
porcentaje de acido palmitoléico disminuyd 28.5% vy el de linolénico 27.3% con respecto al
grupo SHR, por otra parte, el acido eicosapentaenoico subié de 0.2% a 0.8% en STZ 50 y los
compuestos de 20:3 aumentaron de 0.76% en SHR a 2.97% en STZ 50.

Aunqgue estos resultados no muestran alteraciones importantes en la composicion de
acidos grasos de las ratas inyectadas con STZ en comparacion con el grupo control, el
cociente I / S indica que el grupo con hiperglicemia ligera (STZ 50) tiene un menor indice de

AG insaturados, lo cual podria significar una menor fluidez membranal.

En el caso de los acidos grasos de rifndn, tampoco se presentaron diferencias
importantes entre los grupos; como se aprecia en la tabla 3, la composicion de AG sdlo
difiere en el acido miristico que disminuye ligeramente de 0.82% en SHR a 0.62% en el
grupo con STZ y también en el acido linoléico conjugado que aumentd de 0.04% a 0.44% en
las SHR diabéticas. Al parecer, la hiperglicemia ligera inducida con STZ 50 mg/kg no ocasiona
cambios considerables en los AG de rifidn, esto se ve reflejado en el cociente I/ S, ya que se

muestra igual en las ratas control y en las ratas con STZ.



de 8 meses de edad.

Tabla 2. Composicion porcentual de los acidos grasos de higado de SHR y SHR con 50 mg/kg de STZ

Acido Graso

SHR

SHR-STZ 50

Miristico

0.58% =+ 0.04

0.45% + 0.13

Palmitico

27.57% + 1.94

27.81% + 3.59

Palmitoléico

1.30%0 + 0.05

0.93% =+ 0.30

Esteérico 18.18% + 1.41 | 18.76% + 3.34
Oléico 15.69% + 1.12 | 12.96% =+ 2.50
Linoléico 20.88% + 0.19 | 17.28% + 4.55
v Linoléico 0.31% + 0.02 | 0.23% =+ 0.05
Linolénico 0.44% + 0 0.32% =+ 0.09
Linoléico conjugado | 0.29% + 0.08 | 0.67% + 0.37
Eicosendico 0.40% + 0 0.57% =+ 0.40

Araquiddnico

10.67% + 3.73

11.21% + 3.84

Eicosapentaendico

0.20% + 0.01

0.80%6 + 0.46

Docosahexaendico

1.34% + 0.50

3.16% + 1.51

Compuestos de 20:3

0.76% + 0.11

2.97% + 1.61

AG no identificados

1.43% + 0.04

1.98% + 0.43

1/S

1.13 £ 0.16

0.73 +£0.29

8 meses de edad.

Tabla 3. Composicion porcentual de los acidos grasos de rifion de SHR y SHR con 50 mg/kg de STZ de

Acido graso SHR SHR-STZ 50
Miristico 0.82%0 + 0.04 | 0.62% + 0.13
Palmitico 28.19% + 0.38 | 29.24% + 5.60

Palmitoléico

1.36% + 0.02

1.16% + 0.22

Esteérico 25.54% + 0.05 | 23.65% =+ 5.11
Oléico 19.54% + 0.14 | 16.57% + 4.39
Linoléico 12.54% + 0.13 | 14.13% + 3.40
v Linoléico 0.13% = 0 0.16% =+ 0.06
Linolénico 0.36% + 0.04 | 0.25% + 0.15
Linoléico conjugado 0.04% + 0 0.44% + 0.17

Eicosendico

0.69% =+ 0.09

0.42% =+ 0.20

Araquiddnico

6.28% + 0.16

9.81% + 3.56

Eicosapentaendico

0.33% + 0.22

0.41% =+ 0.19

Docosahexaendico

0.88% + 0.29

0.93% =+ 0.35

Compuestos de 20:3

0.91% + 0.10

1.00% + 0.72

AG no identificados

2.42% + 0.26

2.39% =+ 0.98

1/S

0.79 £ 0.01

0.87 = 0.37




8.3 Efecto de los acidos grasos o-3 (EPA y DHA) en SHR y SHR-STZ 50

En este estudio también se probd el efecto de un suplemento de acidos grasos -3
(Eicosapentaendico y Docosahexaendico) en SHR y SHR con 50 mg/kg de peso de
estreptozotocina, sobre la glucosa sanguinea, la presion arterial, el peso corporal, el

contenido de lipidos y la composicidn de acidos grasos.

8.3.1 Glucosa, presion arterial y peso

En la figura 19 se muestra la comparacién de la glucosa sanguinea de los grupos STZ
50 y STZ 50/w-3, como se observa, las ratas suplementadas con »-3 mantuvieron niveles de
glucosa normales y tuvieron desviaciones estandar pequefias, lo cual demuestra que el

suplemento de -3 promueve el control de la glicemia.

En la figura 20 se encuentran representadas las areas (maximos y minimos) en que
se situaron los valores de glicemia de las SHR control con suplemento de »-3 y de las SHR
inducidas con STZ suplementadas con »-3. En la figura 20A podemos observar que el
suplemento de acidos grasos omega 3 no induce modificaciones en los niveles de glicemia de
las SHR, ya que en promedio mantuvieron niveles inferiores a los 100 mg/dl de glucosa,
siendo iguales que el grupo control (Figura 9C). De manera interesante, en la figura 20B
vemos que las ratas inducidas con STZ y suplementadas con ®-3, mantuvieron valores de
glucosa muy inferiores al grupo SHR-STZ 50 (Figura 9D), ademas de presentar desviaciones
estandar mas pequefias. Hay que mencionar que de la semana 5 a 9 de edad, el rango de
glucosa oscilaba entre los 80 mg/dl y los 150 mg/dl, sin embargo, después de este tiempo el
intervalo disminuye y la glicemia se mantiene en 100 mg/dl hasta el final del tratamiento,
esto nos sugiere que los acidos grasos -3 promueven el control de la glicemia en este

modelo de ratas.
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Figura 19. Seguimiento de la glucosa sanguinea de grupos STZ 50 y STZ 50/w»-3.

El seguimiento de la presion arterial sistdlica se presenta en la figura 21; en la figura
21A vemos que las SHR control suplementadas con »-3 sobrepasaron los 140 mmHg a las 12
semanas de edad pero después de la semana 15, la presion comenzé a disminuir y se
mantuvo mas baja comparada con el grupo SHR control, aunque en la semana 34 la presion

sistélica volvid a subir y fue muy similar en ambos grupos.

En el caso de las ratas inyectadas con 50 mg/kg de STZ y las SHR-STZ 50 con
suplemento de -3 (Figura 21B), observamos que la presion sistolica de ambos grupos no es
estadisticamente diferente, sin embargo, el grupo suplementado con »-3 presenta un retraso
en el desarrollo de la hipertensidn, pues estas ratas sobrepasan los 140 mmHg a las 19
semanas de edad, en tanto que las ratas diabéticas sin suplemento llegaron a esta presion a
la edad de 11 semanas. Parece ser que el suplemento de acidos grasos -3 en las SHR,
mantiene por un tiempo la presidon arterial mas baja en comparacién con el grupo SHR

control.
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Figura 20. Maximos y minimos en que se mantuvieron los niveles de glucosa sanguinea a partir del
destete y hasta los 8 meses de edad. A) Intervalo dentro del cual se situd la glicemia de las SHR con

suplemento de ®-3. B) Intervalo en que oscilaron los valores de glicemia del grupo SHR con 50 mg/kg
de STZ y suplemento de ®-3.
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Figura 21. Promedios de presion arterial sistolica. A) Presion sistdlica de grupos SHR y SHR con
suplemento de w-3. B) Presion sistdlica de grupos SHR-STZ 50 y SHR-STZ 50 suplementadas con o-3.
(P < 0.05)
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Figura 22. Seguimiento del peso corporal a partir del destete hasta los 8 meses de edad. A) Peso de
SHR y SHR con suplemento de w-3. B) Peso de SHR con 50 mg/kg de STZ y SHR-STZ 50 con
suplemento de »-3.

El peso corporal se encuentra graficado en la figura 22. Podemos ver que el
suplemento de »-3 no altera la ganancia de peso de las SHR (Figura 22A) y tampoco afecta
el peso de las SHR con STZ (Figura 22B).

8.3.2 Efecto de los dcidos grasos -3 (EPA y DHA) sobre las cuantificaciones de
lipidos y proteina
8.3.2.1 Proteina y Lipidos en Suero

En esta seccién se presentan los resultados de las cuantificaciones de proteina,

triglicéridos y colesterol en suero, higado y rifidn de los grupos suplementados con acidos
grasos o-3 comparados con los grupos SHR control y SHR con STZ (50 mg/kg de peso).
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Figura 23. Proteina en suero de SHR (con y sin o-3) y SHR-STZ 50 (con y sin w-3) a 8 meses de edad.
(P < 0.05)

En la figura 23 se aprecia la cantidad de proteina en suero de los grupos
mencionados. Podemos observar que el grupo con -3 muestra una ligera disminucion en la
cantidad de proteina. Por otro lado, los grupos STZ 50 y STZ 50/»-3 no mostraron diferencias
entre si, no obstante, en ambos disminuyod la proteina en 44% y 35% respectivamente, lo
cual nos sugiere que en suero, los acidos grasos ®-3 no restituyen la pérdida de proteina

provocada por la hiperglicemia de las SHR con estreptozotocina.
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Figura 24. Cuantificacién de triglicéridos y colesterol en suero a los 8 meses de edad de los grupos con
-3, asi como los grupos SHR y SHR-STZ 50. A) Cuantificacion de triglicéridos.
B) Cuantificacién de colesterol. C) Cociente triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina. (P <
0.05)

Las cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en suero se encuentran graficadas en
la figura 24. Como vemos, la concentracion de TG no fue modificada por el suplemento de -
3 en SHR ni en SHR-STZ, ya que los cuatro grupos son estadisticamente iguales (Figura 24A).
En lo que respecta al colesterol, tampoco hubo cambios significativos, ya que al apreciar la
figura 24B notamos que los grupos SHR y SHR/®-3 no son diferentes entre si, mientras que
los grupos STZ 50 y STZ 50/»-3 tampoco muestran diferencias. Los cocientes de

triglicéridos/proteina y colesterol/proteina arrojan resultados similares a las cuantificaciones



de TG y colesterol, puesto que el suplemento de »-3 no parece modificar los lipidos en suero
de SHR ni de SHR diabéticas (Figuras 24C y 24D).

8.3.2.2 Proteina y Lipidos en Higado
En la figura 25 se muestra la cantidad de proteina en higado de los grupos con y sin

»-3; podemos apreciar que la proteina disminuyd 15% en el grupo »-3, mientras que los

grupos con STZ no presentaron cambios en este parametro.
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Figura 25. Proteina en higado a los 8 meses de edad de los grupos SHR, SHR-STZ 50 y los grupos
suplementados con »-3. (P < 0.05)

La figura 26 muestra la cuantificacion de triglicéridos y colesterol en higado. Como se
observa en la figura 26A, los w-3 no alteran la cantidad de TG en SHR control ni en SHR con
STZ. Las SHR suplementadas con o-3 (Figura 26B) no presentaron diferencias estadisticas
entre la cantidad de colesterol, pero las SHR-STZ con ®-3 mostraron una disminucién

significativa del colesterol respecto a las ratas que no recibieron el suplemento.
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Figura 26. Cuantificacién de triglicéridos y colesterol en higado a los 8 meses de edad de los grupos
con -3, SHR y SHR-STZ 50. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. C)
Cociente triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina. (P < 0.05)

Los cocientes TG/proteina no manifiestan diferencias significativas entre los grupos
con suplemento y sin suplemento de w-3 (Figura 26C). El cociente colesterol/proteina de
SHR-STZ con -3 fue significativamente mas bajo que el de las STZ 50 sin suplemento
(Figura 26D). Estos resultados demuestran que en este modelo, los »-3 tuvieron pocos
efectos sobre los parametros de proteina y lipidos en higado, ya que de manera general,

mantienen la misma proporcion que los grupos que no consumieron o»-3.



8.3.2.3 Proteina y Lipidos en Rifion
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Figura 27. Cantidad de proteina en rifidn de SHR control, diabéticas y con suplemento de w-3. (P <
0.05)

Con relacién a las cuantificaciones de lipidos y proteina en rifidn, en la figura 27 se
muestra la proteina presente en este érgano, como vimos en suero e higado, el w-3 no
parece afectar la concentracion proteica de las SHR control ni de las SHR con 50 mg/kg de
STZ.

Las cuantificaciones de lipidos se muestran en la figura 28. Los triglicéridos y el
colesterol en rifidn no son afectados por el suplemento de -3 en SHR control ni en SHR
diabéticas, como se aprecia en las figuras 28A y 28B. Los cocientes de TG nos indican que en
SHR no hay modificaciones inducidas por los »-3, sin embargo, en SHR con STZ (50 mg/kg),
el grupo suplementado con AG »-3 presenta una menor cantidad de TG que el grupo sin
suplemento (Figura 28C). Por otra parte, el cociente colesterol/proteina no se modificé en los
grupos que tomaron el suplemento de »-3 en comparacion con los grupos que no lo

consumieron (Figura 28D).

Basandose en los resultados obtenidos de lipidos y proteina, es claro que los acidos
grasos -3 no tienen efecto sobre el metabolismo lipidico de las SHR, ni sobre el modelo de
DM2 que se empled en esta investigacion, ademas este suplemento tampoco parece actuar

sobre el metabolismo proteico, ya que en 6rganos y en suero, no se restituyo la proteina



perdida en este modelo. Por lo anterior, no se esperarian cambios inducidos por los ®-3

sobre la composicién de acidos grasos de higado y rifidn.
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Figura 28. Cuantificacién de triglicéridos y colesterol en rifidn a la edad de 8 meses de los grupos con
®-3, SHR y SHR-STZ 50. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. C) Cociente
triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina. (P < 0.05)



8.3.3 Efecto de los acidos grasos o-3 (EPA y DHA) sobre la composicion de acidos

grasos en higado y rifion

Se llevo a cabo el andlisis porcentual de los acidos grasos de higado y rinén en SHR y
SHR-STZ 50 suplementadas con ®-3 a los 8 meses de edad, con la finalidad de observar los

cambios provocados por la adicion de estos acidos grasos en la dieta de las ratas.

En la tabla 4 se muestra la composicion de AG de higado; las diferencias provocadas
por el suplemento de -3 en comparacidon con el grupo no suplementado, se marcan en
negritas. De forma interesante, vemos que las SHR/w-3 si presentaron cambios importantes
en la composicion de sus AG. El acido estearico, que es un acido graso saturado, mostré una
reduccion significativa de 28.4% con respecto al grupo SHR. Por otro lado, hubo un aumento
significativo en la composicion porcentual de algunos acidos grasos poliinsaturados como el
acido y linoléico que aumentd 51.6%, el linolénico que aumentd 72.7%, el linoléico
conjugado (CLA) cuyo aumento fue de 0.29% a 1.17%, el EPA que se increment6 de 0.20%
a 0.52%, el DHA que cambi6 de 1.34% a 3.31% Y los compuestos de 20:3 que aumentaron
de 0.76% a 3.44%, todos ellos registraron aumentos respecto al grupo SHR, de manera
similar, el acido eicosendico (monoinsaturado) se incrementd de 0.40% a 0.62% en SHR/w-
3.

Estos resultados nos demuestran que los w-3 si tienen efectos sobre la composicidn
de acidos grasos de higado en SHR vy al parecer, este suplemento aumenta la proporcion de
AGPI's, lo cual coincide con el cociente I / S, que es mas alto en el grupo SHR/w-3. Lo
anterior puede tener un efecto benéfico sobre la fluidez membranal de estas ratas y estar

relacionado con sus niveles de presion arterial.



Tabla 4. Composicion porcentual de los acidos grasos de higado de SHR control y SHR con 50 mg/kg

de STZ y grupos con suplemento de -3 a los 8 meses de edad.

Acido graso

SHR

-3

STZ 50

STZ 50/®-3

Miristico

0.58% =+ 0.04

0.53% + 0.18

0.45% + 0.13

0.56% =+ 0.34

Palmitico

27.57% + 1.94

24.65% + 1.39

27.81% + 3.59

23.30% + 3.18

Palmitoléico

1.30% + 0.05

1.20% + 0.10

0.93% + 0.30

1.17% + 0.32

Estearico

18.18% + 1.41

13.02% + 1.88

18.76% + 3.34

16.54% + 1.66

Oléico

15.69% + 1.12

12.94% =+ 2.23

12.96% =+ 2.50

13.68% + 1.93

Linoléico

20.88% + 0.19

22.19% + 2.25

17.28% + 4.55

17.46% + 1.44

v Linoléico

0.31% + 0.02

0.47% + 0.07

0.23% + 0.05

0.31% + 0.05

Linolénico

0.44% = 0

0.76% + 0.09

0.32% =+ 0.09

0.46% =+ 0.24

Linoléico conjugado

0.29% + 0.08

1.17% + 0.11

0.67% =+ 0.37

1.38% + 0.66

Eicosendico

0.40% = 0

0.62% + 0.18

0.57% =+ 0.40

0.63% + 0.41

Araquiddnico

10.67% + 3.73

13.18% =+ 2.13

11.21% + 3.84

13.57% + 2.08

Eicosapentaendico

0.20% + 0.01

0.529% + 0.11

0.80% =+ 0.46

0.89% + 0.21

Docosahexaendico

1.34% + 0.50

3.31% + 0.50

3.16% + 1.51

4.86% + 1.21

Compuestos de 20:3

0.76% + 0.11

3.44% + 0.29

2.97% + 1.61

3.33% + 1.01

AG no identificados

1.43% + 0.04

2.01% + 0.28

1.98% + 0.43

1.85% + 0.25

1/S

1.13 £ 0.16

1.57 £ 0.14

0.73 £ 0.29

1.44 = 0.21

Por otra parte, la composicion de AG de higado de SHR-STZ 50/®w-3 no mostrd
diferencias significativas con el grupo STZ 50, Unicamente ocurrid un ligero aumento en el
acido vy linoléico de 0.23% a 0.31%. Resulta llamativo que las ratas inyectadas con STZ que
recibieron el suplemento de w-3 no presentaran cambios en su composicion de AG, al parecer
este suplemento no tiene efecto sobre las ratas diabéticas, lo cual concuerda con los
resultados de lipidos en este drgano, no obstante, el cociente I / S es mas alto en el grupo
STZ 50/»-3 sugiriéndonos que a pesar de no haber diferencias significativas con el grupo STZ

50, el grupo con »-3 presenta un mayor indice de AG insaturados.



Tabla 5. Composicion porcentual de los acidos grasos de rinén de SHR control y SHR con 50 mg/kg de

STZ y grupos con suplemento de »-3 a los 8 meses de edad.

Acido graso SHR ®-3 STZ 50 STZ 50/®-3
Miristico 0.82% + 0.04 0.56% + 0.41 0.62% + 0.13 1.28% =+ 0.70
Palmitico 28.19% + 0.38 | 19.69% = 1.40 || 29.24% + 5.60 | 26.71% =+ 5.38

Palmitoléico

1.36% + 0.02

1.08% + 0.50

1.16% + 0.22

2.02% =+ 0.98

Estearico

25.54% + 0.05

18.07% + 0.98

23.65% + 5.11

15.05% =+ 1.67

Oléico

19.54% + 0.14

14.65% =+ 2.53

16.57% + 4.39

23.51% + 1.50

Linoléico

12.54% + 0.13

18.86% + 2.81

14.13% =+ 3.40

19.02% + 1.32

y Linoléico

0.13% + 0

0.13% + 0.01

0.16% =+ 0.06

0.12% + 0.04

Linolénico

0.36% =+ 0.04

0.40% =+ 0.16

0.25% =+ 0.15

0.35% =+ 0.10

Linoléico conjugado

0.04% + 0

0.17% + 0.04

0.44% + 0.17

0.51% + 0.15

Eicosendico

0.69% =+ 0.09

0.39% + 0.19

0.42% + 0.20

0.45% =+ 0.07

Araquiddnico

6.28% + 0.16

21.42% + 3.86

9.81% + 3.56

8.73% + 4.21

Eicosapentaendico

0.33% + 0.22

0.43% + 0.13

0.41% =+ 0.19

0.31% + 0.16

Docosahexaendéico

0.88% + 0.29

1.39% + 0.57

0.93% =+ 0.35

1.14% + 0.62

Compuestos de 20:3

0.91% + 0.10

0.92% =+ 0.30

1.00% + 0.72

1.09% + 0.82

AG No ldentificados

2.42% + 0.26

2.48% + 0.78

2.39% + 0.98

1.88% + 0.51

1/S

0.79 £ 0.01

1.43 £ 0.32

0.87 = 0.37

1.32 + 0.37

La composicion de AG de rindn se muestra en tabla 5, el grupo ®»-3 también presentd
diferencias en comparacién con el grupo SHR. Podemos apreciar una disminucion en los
acidos grasos saturados palmitico (de 28.19% a 19.69%) y estedrico (de 25.54% a 18.07%),
asi como en los monoinsaturados oléico (de 19.54% a 14.65%) y eicosendico (de 0.69% a
0.39%). En este grupo también aumentd la proporcion de AGPI's como el linoléico que se
incrementd 50%, CLA que subié de 0.04% a 0.17% y el araquiddnico, este ultimo tuvo un
aumento 3 veces mayor que en las SHR, lo cual resulta un tanto contradictorio, ya que este
acido graso cominmente es relacionado con el aumento de la presion arterial, sin embargo,
en nuestras ratas se retrasa el desarrollo de hipertensién en SHR/w-3. Por otra parte, el
cociente I/ S es 81% mas alto en el grupo SHR/w-3 (1.43) en comparacién con el grupo SHR
(0.79), lo cual nos sugiere una mayor fluidez membranal que podria estar asociada con el

retraso de la hipertension en el grupo SHR/w»-3.



8.4 Efecto de la dieta hipercalorica (DHC) y de los acidos grasos o-3 (EPA y DHA)
en SHR y SHR-STZ 50

En esta investigacion también se proporcioné una dieta hipercaldrica a SHR y SHR
diabéticas, con el fin de simular una alimentaciéon inadecuada, alta en grasas saturadas y
carbohidratos, lo anterior fue para ver el efecto de esta dieta en ratas control y para agravar
el cuadro de diabetes de las ratas con STZ. Adicionalmente se suplementd con acidos grasos
®-3 a otros dos grupos, uno de SHR y otro de SHR-STZ 50 alimentados con DHC con la

intencién de estudiar el efecto de los -3 en dicha dieta hipercaldrica.

8.4.1 Glucosa, presion arterial y peso

En la figura 29 se representan los rangos entre los que oscilaron los niveles de
glucosa de los grupos con DHC y DHC/»-3, podemos ver que la DHC no provocd
modificaciones en la glicemia de las SHR, ya que estas ratas mantuvieron la glicemia por
debajo de los 100 mg/dl (Figura 29A). Las ratas con DHC que recibieron el suplemento de -
3 no muestran diferencias significativas en cuanto al grupo sin suplemento, como vemos en
la figura 29B, la glicemia permanecié dentro de valores normales (100 mg/dl). Estos datos
nos demuestran que la DHC no altera la glicemia de las SHR y que el -3 no tiene efectos

aparentes sobre la glucosa en este modelo de ratas.

En lo concerniente a las ratas diabéticas (50 mg/kg STZ), la figura 29C nos muestra
que el rango de glucosa de las SHR con DHC es menor que el de las ratas con STZ sin esta
dieta (Figura 9D); sin embargo, hay una oscilacién en los niveles de glucosa, en donde el
rango se amplia de las semanas 6 a 11 de edad, después parece controlarse y a partir de la
semana 23 el rango va aumentando conforme a la edad. Al parecer la DHC propicia cierto
control de la glicemia, sin embargo, este control se va perdiendo con el paso del tiempo,
posiblemente por los efectos dafiinos de esta dieta. Los AG »-3 promueven un mejor control
de la glicemia, lo cual se refleja en el area representada en la figura 29D, en este grupo se
aprecia que la glicemia oscila entre los 100 mg/dl y 120 md/dl y sélo hasta la edad de 27
semanas se presenta un area mas extensa, reflejando la disminucion del control de la

glicemia por parte de los »-3.
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Figura 29. Maximos y minimos en que se mantuvieron los niveles de glucosa sanguinea a partir del
destete y hasta los 8 meses de edad. A) Rango de glucosa de las SHR con DHC. B) Rango de glucosa
de SHR-DHC con »-3. C) Rango de glucosa de SHR-STZ 50 con DHC. D) Rango de SHR-STZ 50 con
DHCy w-3.

La presion sistdlica se muestra en la figura 30; en el grupo SHR-DHC la hipertension
(>140 mmHg) se alcanzd a la edad de 17 semanas, por lo que, contrario a lo que
esperabamos, la DHC no acelera el desarrollo de hipertension en SHR (Figura 30A). En las
SHR con DHC y »-3, la hipertension se desarrolla a la edad de 10 semanas, igual que ocurre
en las ratas control (Figura 10A), esto nos sugiere que el suplemento de »-3 no tiene efecto
sobre el desarrollo de la hipertensién. (Figura 30B). En el caso de las ratas con STZ, en las
figuras 30C y 30D observamos que la presion de los grupos con DHC y con DHC/w-3 no es

estadisticamente diferente, no obstante, en las ratas con dieta hipercalérica la presidn



sobrepasa los 140 mmHg a las 17 semanas y en las ratas con DHC mas suplemento de o-3

se alcanza este valor de presion a las 19 semanas.
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Figura 30. Registro de presion arterial sistélica de SHR y STZ 50 con DHC y suplemento de acidos
grasos »-3. A) Presion sistdlica de SHR con DHC. B) Presion sistdlica de SHR con DHC y w-3.
C) Presion sistélica de STZ 50 con DHC. D) Presion sistdlica de STZ 50 con DHC y »-3.

Con respecto al peso corporal de las ratas, en las figuras 31A y 31B, podemos
apreciar que la ganancia de peso no se ve afectada por la DHC ni por la adicion de los acidos
grasos -3; el grupo STZ 50 con DHC/w-3 aparentemente tuvo un mayor peso en

comparacion con el grupo sin suplemento.
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Figura 31. Seguimiento del peso corporal de SHR y SHR-STZ 50 con DHC y DHC mas »-3.

8.4.2 Efecto de la DHC y de los acidos grasos w-3 sobre la composicion de proteina

y lipidos

En esta seccidn se reportan las cuantificaciones de proteina, triglicéridos y colesterol
en suero, higado y rifidn de SHR y SHR-STZ 50 alimentadas con dieta hipercaldrica y
suplementadas con acidos grasos o-3. Para su analisis, se comparan con los grupos SHR
control y SHR-STZ (50 mg/kg de peso) para determinar los cambios producidos por la dieta y

el suplemento.

8.4.2.1 Proteina y Lipidos en Suero

En la figura 32 esta graficada la cantidad de proteina en suero. Podemos ver que la
DHC, asi como la combinacion de DHC y -3 no produjeron cambios en la proteina de las
SHR (Figura 32A). Las ratas inyectadas con STZ tampoco mostraron modificaciones en la
proteina de suero cuando fueron alimentadas con DHC ni cuando recibieron DHC mas -3,
esto nos indica que la modificacion de la dieta no agrava ni mejora el cuadro de diabetes tipo
2, ya que la pérdida de proteina es la misma que la de ratas diabéticas. El consumo de o-3

tampoco tiene efecto sobre la cantidad de proteina (Figura 32B).
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Figura 32. Proteina en suero a los 8 meses de edad. A) Proteina de SHR, SHR con DHC y SHR con
DHC/®-3. B) Proteina de SHR-STZ 50, STZ 50 con DHC y STZ 50 con DHC y o-3. (P < 0.05)

La cuantificacion de triglicéridos en suero se muestra en la figura 33; en SHR la dieta
hipercaldrica ocasioné un aumento del 150% en la cantidad de TG, esto es, de 58 mg/dl en
SHR a 145.1 mg/dl en SHR-DHC. Sin embargo, en el grupo suplementado con -3 hubo una
reduccion de TG del 26% comparado con las ratas sin suplemento, aunque esta disminucion
no fue suficiente para regresar a los niveles del grupo control (Figura 33A). En lo que
respecta a las ratas inducidas con STZ, observamos que la DHC no provocd cambios en los
TG, sin embargo, el grupo que recibid los acidos grasos -3 registrd un incremento de 85%
con relacién a las ratas diabéticas con DHC, es decir, de 63.5 mg/dl en STZ 50-DHC a 117.3
mg/dl en STZ 50-DHC/w-3 (Figura 33B); al parecer los AG »-3 estimulan la movilizacién de
lipidos en este grupo. Los cocientes TG/proteina demuestran que la dieta hipercaldrica si
aumenta los TG en SHR en una proporcion de 166% y los »-3 disminuyen significativamente
estos niveles en 33%, de 16 ug/mg proteina en SHR-DHC a 10.7 ug/mg proteina (Figura
33C). En la figura 33D vemos los cocientes TG/proteina de las ratas diabéticas, se observa
que los grupos STZ 50 y STZ 50-DHC no muestran diferencias, pero en el grupo STZ 50-
DHC/®-3 aumentaron los TG en un 96% con respecto al grupo sin suplemento, lo cual nos

indica, la movilizacién de lipidos estimulada por los acidos grasos o-3.
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Figura 33. Cuantificacién de triglicéridos en suero a la edad de 8 meses de los grupos SHR y SHR-STZ

50 con DHC y DHC mas »-3. A) Cuantificacion de triglicéridos en SHR. B) Cuantificacion de triglicéridos

en SHR diabéticas. C) Cociente triglicéridos/proteina de SHR. D) Cociente triglicéridos/proteina de SHR
diabéticas. (P < 0.05).

La cuantificacién de colesterol esta graficada en la figura 34, podemos observar que
las SHR alimentadas con dieta hipercaldrica presentaron un aumento del 17% en el
colesterol, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa; el grupo con DHC y -
3 (Figura 34A) disminuyd 28% sus niveles de colesterol, pasando de 78.4 mg/dl en SHR-DHC
a 56.3 mg/dl en DHC/®-3, siendo incluso 16% menor que el colesterol registrado en las SHR

control (67 mg/dl).
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Figura 34. Cuantificacién de colesterol en suero a la edad de 8 meses de los grupos SHR y SHR-STZ 50
con DHC y DHC mas »-3. A) Cuantificacion de colesterol en SHR. B) Cuantificacion de colesterol en
SHR diabéticas. C) Cociente colesterol/proteina en SHR. D) Cociente colesterol/proteina en SHR
diabéticas. (P < 0.05)

En la figura 34B vemos la cuantificacion de colesterol de las ratas con STZ. En esta
grafica apreciamos que la DHC no induce modificaciones en el colesterol de suero y que el
suplemento de »-3 tampoco parece alterar este parametro, ya que los dos grupos se
muestran iguales que el de STZ 50 alimentado con dieta normal. Los cocientes
colesterol/proteina de las SHR se observan en la figura 34C, aqui vemos que la DHC aumentd
el colesterol en un 24.6% comparado con el grupo SHR. Por otra parte, la adicion de los
acidos grasos -3 junto con la DHC, provocd una reduccidon del 35% en el colesterol con
respecto al grupo DHC, mostrandose incluso 18.8% menor (5.6 mg/dl) que el grupo SHR

control (6.9 mg/dl). En la figura 34D se observa que no hay diferencias significativas entre el



grupo STZ 50 y los grupos STZ 50 con DHC y con DHC/w-3, sugiriendo que en ratas
diabéticas no se afecta la cantidad de colesterol por el cambio en la dieta ni por la ingesta de

o-3.

Los resultados de colesterol nos indican que en SHR normales, la dieta hipercaldrica
eleva los niveles de colesterol en suero, pero al afadir »-3, hay una reduccion de estos
niveles a valores normales e inclusive menores que los grupos con dieta normal. Este
fendmeno no se observa con las ratas diabéticas (STZ 50) puesto que el colesterol no fue

modificado.

8.4.2.2 Proteina y Lipidos en Higado
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Figura 35. Proteina en higado a los 8 meses de edad. A) Proteina de SHR, SHR con DHC y SHR con
DHC/w-3. B) Proteina de SHR-STZ 50, STZ 50 con DHC y STZ 50 con DHC y w-3. (P < 0.05).

En la figura 35 se presentan las cuantificaciones de proteina en higado de los grupos
SHR y STZ 50 con DHC y DHC/w-3. El grupo SHR-DHC mostrd una pérdida de proteina de
30.2 mg/ml, lo que equivale al 28%, esta pérdida es similar a la encontrada en nuestro grupo
STZ 50, en donde la disminucién fue de 31%, lo anterior nos indica que la DHC podria
semejar un cuadro de diabetes tipo 2 como nuestro modelo inducido con 50 mg/kg de STZ y
estar activando la gluconeogénesis. Por otro lado, el grupo suplementado con -3
incrementd la cantidad de proteina de 77 mg/ml en DHC a 90 mg/ml en DHC/w-3; no

obstante, este aumento de 17% no fue suficiente para reponer por completo la pérdida de



proteina causada por la DHC, esto nos indica que el suplemento de w-3 puede tener efecto
restituyendo parte de la proteina perdida (Figura 35A). En las ratas diabéticas, la DHC
aparenta tener el efecto contrario al encontrado en SHR normales, pues la proteina aumentd
25% en el grupo STZ 50-DHC y 15% en STZ 50-DHC/®»-3 con respecto a las ratas STZ 50, no

obstante, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 35B).
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Figura 36. Cuantificacion de triglicéridos en higado a la edad de 8 meses de los grupos SHR y SHR-STZ

50 con DHC y DHC mas w-3. A) Cuantificacion de triglicéridos en SHR. B) Cuantificaciéon de triglicéridos

en SHR diabéticas. C) Cociente triglicéridos/proteina de SHR. D) Cociente triglicéridos/proteina de SHR
diabéticas. (P < 0.05)

La figura 36 muestra las cuantificaciones de triglicéridos en higado; las SHR tuvieron
14.1 mg/g tejido de TG, mientras que en las ratas con DHC los TG disminuyen a 11.8 mg/g

tejido, lo que representa una baja de 16.3%, el grupo con ®»-3 no tiene diferencias respecto



al grupo sin suplemento (Figura 36A). Las ratas STZ 50 con dieta hipercaldrica presentaron
un aumento de 57% en la cantidad de triglicéridos, pasando de 17.6 mg/g tejido de STZ 50 a
27.6 mg/g tejido en STZ 50-DHC, los TG de este grupo no son significativamente diferentes
que los del grupo que ingirié -3, aunque en promedio este Ultimo grupo registré 23.2 mg/g
tejido de TG, es decir, 16% menos que el grupo sblo con DHC (Figura 36B). Estos resultados
parecen contradictorios, ya que en SHR la cantidad de TG desciende en las ratas con dieta
hipercaldrica, mientras que en ratas diabéticas el grupo alimentado con DHC tuvo mas TG. En

ambos casos, el suplemento de w-3 aparentemente no tiene efectos sobre este parametro.
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Figura 37. Cuantificacion de colesterol en higado a la edad de 8 meses de los grupos SHR y SHR-STZ
50 con DHC y DHC mas »-3. A) Cuantificacion de colesterol en SHR. B) Cuantificacién de colesterol en
SHR diabéticas. C) Cociente colesterol/proteina en SHR. D) Cociente colesterol/proteina en SHR
diabéticas. (P < 0.05)



Los cocientes de triglicéridos se encuentran en las figuras 36C y 36D, los resultados
encontrados en las SHR indican que la DHC promueve un aumento de 16.4% en los
triglicéridos, ya que cambian de 131.8 mg/g tejido en SHR a 153.4 mg/g tejido en SHR-DHC,
en cambio, en el grupo SHR-DHC/w-3 los triglicéridos bajan a 121.4 mg/g tejido, esto es casi
21% menos que el grupo sin ®-3. En el caso de los grupos STZ 50, el que tiene DHC
manifiesta una tendencia a aumentar los TG en 25% y el grupo suplementado con »-3 tiene
una reduccién del 8.3% con respecto al STZ 50-DHC, sin embargo, el andlisis estadistico no
revela diferencias entre estos grupos. Con relacién a estos datos, podemos decir que la DHC
estimula la acumulacion de triglicéridos en higado y que los -3 tienden a reducir este

fenomeno.

Los resultados de colesterol en higado de SHR se pueden ver en la figura 37A. Las
ratas con DHC tuvieron una reduccidon de 29.4% de colesterol (2.4 mg/g tejido) con respecto
al grupo control (3.4 mg/g tejido), en tanto que las ratas con dieta hipercaldrica y -3
incrementaron el contenido de colesterol en un 62.5% (3.9 mg/g tejido) con relacién al
grupo SHR-DHC, sin embargo, esta cantidad de colesterol es muy similar a la encontrada en
el grupo SHR. En la figura 37B se aprecian las cuantificaciones de colesterol de las SHR con
50 mg/kg de STZ, en estas ratas la dieta hipercalérica no tuvo efectos aparentes, no
obstante, en las ratas con DHC y ®-3 se encontrd un gran incremento del colesterol
equivalente al 73% en comparacion con las ratas STZ 50. La cantidad de colesterol respecto
a la proteina se observa en las figuras 37C y 37D, en SHR la DHC no induce cambios
respecto al grupo control, pero las ratas DHC/®-3 muestran un incremento de casi 37%,
pasando de 31.25 ug/mg proteina en SHR a 42.8 pg/mg proteina en DHC/w-3. El mismo
fendmeno ocurre en ratas diabéticas, el grupo con DHC no muestra modificaciones en el
colesterol, sin embargo las ratas STZ 50-DHC/®-3 incrementan la cantidad de colesterol en
87.4%.

Parece ser que la dieta hipercaldrica por si sola no tiene efectos en ratas normales ni
en diabéticas, pero al afiadir en la dieta acidos grasos w-3 ocurre una mayor acumulacién de
colesterol en higado, lo cual nos sugiere que una dieta rica en grasas saturadas, fructosa y o-

3 produce efectos deletéreos.



8.4.2.3 Proteina y Lipidos en Rifion
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Figura 38. Proteina en rifidn a los 8 meses de edad. A) Proteina de SHR, SHR con DHC y SHR con
DHC/w-3. B) Proteina de SHR-STZ 50, STZ 50 con DHC y STZ 50 con DHC y »-3. (P < 0.05)

Las cuantificaciones de proteina en rindn se observan en la figura 38, en SHR la dieta
hipercaldrica causd una pérdida de proteina de 31.8%. El grupo con DHC/w-3 tuvo un ligero
aumento en proteina, pasé de 64.6 mg/g tejido en DHC a 75 mg/g tejido en DHC/w-3,
aunqgue esta diferencia no es significativa (Figura 38A). Como observamos, en rifidn ocurrid
una disminucién en la cantidad de proteina en el grupo con DHC, recordando que en higado
se presentd el mismo fendmeno. Es probable que la DHC ocasione alteraciones metabdlicas
que activen la gluconeogénesis; por otra parte, los acidos grasos »-3 podrian estar ayudando
a restituir parte de la proteina perdida aunque no de manera significativa. Cuando
observamos la proteina en rifdn de las ratas diabéticas, notamos que la DHC vy los acidos
grasos w-3 no ocasionan cambios aparentes sobre este pardmetro, ya que los tres grupos se

comportaron de la misma manera (Figura 38B).

Con respecto a los triglicéridos en rifidn, en la figura 39A observamos que el grupo
alimentado con DHC registra una disminucion del 20% en los TG, esto es, de 7.5 mg/g tejido
en SHR a 6.0 mg/g tejido en SHR-DHC, sin embargo, las ratas con DHC/w-3 tuvieron 7.9
mg/g tejido, esto implica un aumento de 31.6% en cuanto al grupo DHC. Con estos
resultados podriamos decir que el suplemento de »-3 promueve la acumulacién de TG en

rifidn, no obstante, la cantidad de TG encontrada en ratas con DHC/®»-3 es muy similar a la



del grupo SHR control y quiza estas diferencias se vean modificadas al normalizar los datos
respecto a la cantidad de proteina en rifion. Las SHR-STZ con DHC no mostraron cambios
significativos respecto al grupo STZ 50 (Figura 39B), aunque si revisamos los datos de TG,
podemos notar que el grupo DHC/w-3 (8.98 mg/g tejido) tuvo una cantidad de triglicéridos
32.5% menor que el grupo con DHC (13.3 mg/g tejido) e incluso que el grupo STZ 50 con
dieta normal (13.2 mg/g tejido), sugiriéndonos que los -3 podrian estar reduciendo la

acumulacion de TG en rifion de ratas con hiperglicemia ligera.
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Al revisar los cocientes de TG/proteina de SHR (Figura 39C), podemos ver que no hay
diferencias entre los TG de los grupos con DHC y DHC/®-3. En la figura 39D observamos los
cocientes de TG de ratas STZ 50, al parecer la dieta hipercaldrica no induce alteraciones en la
cantidad de TG. El grupo STZ 50 tuvo un cociente de TG de 280.8 ng/mg proteina, el grupo
STZ 50-DHC de 245.4 ug/mg proteina, mientras que el cociente del grupo DHC/w-3 fue de
182.7 nug/mg proteina, 25.5% menor que el de STZ 50-DHC. Estos datos nos permiten ver
que las ratas STZ 50 suplementadas con w-3 tienden a bajar sus niveles de TG, inclusive mas
que las ratas diabéticas (STZ 50).
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La cuantificacién de colesterol de SHR y SHR-STZ 50 se muestra en la figura 40.
Parecer ser que en SHR, la dieta hipercaldrica no produce cambios en el colesterol y tampoco
la DHC con »-3, puesto que ambos grupos se comportaron igual que las SHR control (Figura
40A). Con relacion al colesterol de las ratas con STZ 50, vemos que el grupo STZ 50-DHC se
comportd de manera muy similar al grupo STZ 50, sin embargo, en las ratas STZ 50-DHC/ -3
el colesterol bajé a 2.04 mg/g tejido con respecto al grupo STZ 50-DHC que tuvo 2.86 mg/g
tejido, lo cual representa un descenso de 28.7% de colesterol, pese a que esta diferencia no
es significativa (Figura 40B). La cantidad de colesterol en rifion respecto a la proteina se
encuentra graficada en las figuras 40C y 40D. La figura 40C nos indica que en SHR la dieta
hipercaldrica ocasiona una elevacion de 25% en el colesterol y el suplemento de »-3 no la
disminuye, ya que ambos grupos presentan cocientes similares, 18.8 ng/mg proteina en DHC
y 18.9 pug/mg proteina en DHC/w-3. Por otra parte, en ratas con STZ, los cocientes de los
grupos STZ 50 y STZ 50-DHC no son estadisticamente distintos, en cambio, el grupo STZ 50-
DHC/®»-3 presentd una disminucidn en la cantidad de colesterol de 29.5% con respecto al
STZ 50 y de 21.5% en cuanto a STZ 50-DHC, si bien la diferencia con este Ultimo no es
significativa (Figura 40D).

8.4.3 Efecto de la DHC y de los acidos grasos -3 sobre la composicion de acidos

grasos

En estos grupos también se llevo a cabo el analisis porcentual de los acidos grasos de
higado y rifdn a los 8 meses de edad, con la finalidad de observar los cambios provocados

por la ingesta de la dieta hipercaldrica y por la adicion de los acidos grasos »-3.

En la tabla 6 vemos que la dieta hipercaldrica causé pocas modificaciones sobre la
composicion de acidos grasos de higado en las SHR; el acido oléico aumentd de 15.69% en
SHR a 18.05% en SHR-DHC y el y linoléico cambid de 0.31% en SHR a 0.40% en SHR-DHC,
por otra parte el acido linoléico disminuyd 17% con respecto al grupo SHR control y el acido
linolénico bajo de 0.44% en SHR a 0.38% en SHR-DHC. En lo que se refiere a las ratas con
DHC/®»-3, tampoco apreciamos muchas modificaciones en los acidos grasos con relacion al
grupo DHC, algunos de los cambios encontrados son la disminucién en el acido palmitoléico y

en el acido oléico, este Ultimo disminuyé significativamente de 18.05% en DHC a 10.02% en



DHC/®»-3 e incluso se muestra 36% mas bajo que el grupo control, esto resulta interesante
ya que la dieta hipercaldrica esta conformada por acido oléico en un 42.8% (ver Anexo 1,
tabla 10) y el suplemento de -3 parece impedir la acumulacion de este acido
monoinsaturado y favorecer la acumulacién de AGPI's. Entre otros cambios observados esta
el aumento de los acidos poliinsaturados linolénico, que cambi6é de 0.38% en DHC a 0.83%
en DHC/w-3 y del linoléico conjugado (CLA) que registré un aumento de casi 6 veces (1.93%
DHC/®»-3) con respecto al grupo DHC (0.29%). También se aprecian otras diferencias como
el incremento de los acidos eicosendico, araquiddénico, docosahexaendico (DHA) y
compuestos de 20:3 con relacion a los grupos SHR y SHR-DHC, sin embargo, estos cambios

no son significativos.

Tabla 6. Composicion porcentual de los acidos grasos de higado a los 8 meses de edad de SHR con

DHC y DHC/o-3.

Acido graso SHR SHR-DHC SHR-DHC/®-3
Miristico 0.58% =+ 0.04 0.55% + 0.11 0.73% + 0.28
Palmitico 27.57% + 1.94 | 23.01% £ 2.77 | 28.36% = 4.55

Palmitoléico

1.30% + 0.05

1.49% + 0.23

0.90% + 0.26

Estearico

18.18% + 1.41

17.12% + 0.03

20.30% + 3.60

Oléico

15.69% + 1.12

18.05% =+ 0.81

10.02% =+ 4.40

Linoléico

20.88% + 0.19

17.33% + 0.74

17.07% + 0.40

y Linoléico

0.31% =+ 0.02

0.40% + 0.01

0.46% =+ 0.24

Linolénico

0.44% + 0

0.38% + 0.03

0.83% + 0.33

Linoléico conjugado

0.29% =+ 0.08

0.29% =+ 0.05

1.93% + 0.93

Eicosendico

0.40% + 0

0.42% + 0.35

0.97% =+ 0.44

Araquiddénico

10.67% =+ 3.73

15.71% + 2.94

20.89% + 3.93

Eicosapentaendico

0.20% + 0.01

0.22% =+ 0.04

0.20% =+ 0.08

Docosahexaendico

1.34% + 0.50

1.73% + 0.58

2.99% + 1.24

Compuestos de 20:3

0.76% + 0.11

1.26% + 0.49

2.56% + 1.22

AG no identificados

1.43% + 0.04

1.96% + 0.18

2.21% + 0.25

1/7S

1.13 £ 0.16

1.42 £ 0.16

1.06 + 0.47

encuentran subrayadas.

Nota: Las diferencias con el grupo control estan marcadas en negritas y las diferencias con el grupo SHR-DHC se




con DHC y DHC/w»-3.

Tabla 7. Composicion porcentual de los acidos grasos de higado a los 8 meses de edad de SHR-STZ 50

Acido graso

STZ 50

STZ 50-DHC

STZ 50-DHC/®-3

Miristico

0.45% + 0.13

0.76% =+ 0.57

0.48% + 0.18

Palmitico

27.81% + 3.59

25.88% + 5.57

24.33% + 6.39

Palmitoléico

0.93% =+ 0.30

1.81% + 0.88

1.74% + 0.41

Estearico

18.76% + 3.34

14.69% =+ 3.82

12.30% + 2.26

Oléico

12.96% + 2.50

25.90% + 5.05

27.10% + 2.53

Linoléico

17.28% + 4.55

14.15% + 3.81

13.26% + 3.44

y Linoléico

0.23% =+ 0.05

0.24% =+ 0.03

0.17% =+ 0.08

Linolénico

0.32% + 0.09

0.24% =+ 0.04

0.48% + 0.13

Linoléico conjugado

0.67% + 0.37

0.13% =+ 0.06

0.54% =+ 0.29

Eicosendico

0.57% + 0.40

0.49% =+ 0.05

0.69% =+ 0.31

Araquidonico

11.21% + 3.84

10.82% + 4.87

11.89% =+ 0.69

Eicosapentaendico

0.80% =+ 0.46

0.48% =+ 0.20

0.55% =+ 0.33

Docosahexaendico

3.16% + 1.51

1.49% + 0.66

4.75% + 0.76

Compuestos de 20:3

2.97% + 1.61

1.05% + 0.17

0.89% =+ 0.50

AG no identificados

1.98% + 0.43

1.34% + 0.60

1.71% + 0.30

1/S

0.73 £0.29

1.17 £ 0.40

1.50 + 0.48

Nota: Las diferencias con el STZ 50 estan marcadas en negritas y las diferencias con el grupo STZ 50-DHC se
encuentran subrayadas.

En la tabla 7 vemos la composicion de AG de higado de las ratas con STZ, podemos
observar un incremento de 99.6% en el acido oléico en el grupo STZ 50-DHC (25.9%) con
respecto al grupo STZ 50 (12.96%), también en el grupo STZ 50-DHC se registro la
disminucién de algunos AGPI's como el CLA (80% menor que STZ 50), el DHA (52.8% menor
que STZ 50) y los compuestos de 20:3 (64.6% menor que STZ 50). El grupo DHC/®-3 no
tuvo muchos cambios con relacion al grupo DHC, entre las diferencias esta el aumento del
linolénico que pasd de 0.24% a 0.48% en STZ-DHC/w-3 y el CLA que aumento6 de 0.13% a
0.54% en STZ-DHC/w-3. Una diferencia importante es el aumento del DHA que cambid de
1.49% en STZ-DHC a 4.75% en el grupo STZ-DHC/w-3, siendo incluso 50% mas alto que el
grupo STZ 50. Estos resultados nos muestran que en SHR-STZ 50, la DHC propicia la

acumulacion de acido oléico y disminuye la proporcién de acidos poliinsaturados. El



suplemento de ®-3 no parece originar cambios importantes en ratas diabéticas aunque si

promueve ligeramente la acumulacion de algunos acidos poliinsaturados como el DHA que es

un o-3.

Tabla 8. Composicion porcentual de los acidos grasos de rindn a los 8 meses de edad de SHR con DHC

y DHC/®-3.
Acido graso SHR SHR-DHC SHR-DHC/®-3
Miristico 0.82% + 0.04 | 0.59%0 + 0.07 0.93% + 0.22
Palmitico 28.19% + 0.38 | 19.99% + 1.36 | 21.59% =+ 2.31

Palmitoléico

1.36% + 0.02

0.86%6 + 0.06

1.22% + 0.16

18.43% + 0.13

Esteérico 25.54% + 0.05 15.64% + 2.52
Oléico 19.54% + 0.14 | 17.14% + 0.08 | 21.36% =+ 5.46
Linoléico 12.54% + 0.13 | 15.24%0 + 0.13 | 18.04% + 2.02
y Linoléico 0.13% = 0 0.13% + 0.01 0.11% + 0.01
Linolénico 0.36% + 0.04 0.37% + 0.03 0.45% + 0.21
Linoléico conjugado 0.04% £ 0 0.06% + 0.01 0.21% + 0.13

Eicosendico

0.69% =+ 0.09

0.70% =+ 0.14

0.50% =+ 0.15

Araquiddénico

6.28% =+ 0.16

22.03% + 0.97

15.73% + 3.08

Eicosapentaendico

0.33% + 0.22

0.21% =+ 0.08

0.45% =+ 0.04

Docosahexaendico

0.88% + 0.29

1.329% + 0.12

1.15% + 0.08

Compuestos de 20:3

0.91% + 0.10

0.75% =+ 0.24

0.67% + 0.04

AG no identificados

2.42% + 0.26

2.16% + 0.11

1.93% + 0.54

1/7S

0.79 + 0.01

1.51 + 0.08

1.59 + 0.31

Nota: Las diferencias con el grupo control estan marcadas en negritas y las diferencias con el grupo SHR-DHC se
encuentran subrayadas.

La composicién de acidos grasos de rifidn de las SHR se encuentra en la tabla 8,
podemos apreciar que la dieta hipercaldrica si generé cambios en los AG de las SHR y estas
diferencias parecen un tanto contradictorias, ya que disminuyeron los acidos grasos
saturados, esto es, el acido miristico bajé de 0.82% en SHR a 0.59% en SHR-DHC, el
palmitico bajo de 28.19% a 19.99% vy el estearico disminuyd de 25.54% a 18.43%. Otros
cambios en SHR-DHC se vieron reflejados en los monoinsaturados, ya que el acido
palmitoléico disminuyd 36.7% vy el oléico bajé 12.3%, ambos respecto al grupo control. En el

caso de los acidos grasos poliinsaturados, hubo un aumento importante en el acido



araquidonico (AA) que subié de 6.28% en SHR a 22.03% en SHR-DHC, el DHA también
aumentd 50% con respecto al grupo SHR control. En el grupo con DHC, el cociente I/ S fue
mas alto que el de las ratas control. En lo que respecta al grupo SHR-DHC/w-3, igualmente
se registraron modificaciones con relacion a las ratas DHC sin suplemento, el acido miristico
se incrementd en un 57.6%, el palmitoléico subié de 0.86% a 1.22%, el linoléico subid
también de 15.24% a 18.04% y el CLA de 0.06% a 0.21%. En el AA se registré un descenso
de 28.6%, esto es, de 22.03% en SHR-DHC a 15.73% en SHR-DHC/w-3, asi mismo el »-3
eicosapentaenoico (EPA) aumentd de 0.21% a 0.45%. Estos resultados nos demuestran que
la composicidn de acidos grasos del rifion se ve mas afectada por la dieta hipercaldrica que la
composicion de higado, al menos en ratas SHR normales. Los AG »-3 parecen incrementar la
acumulacion de los AGPI's que se encuentran en baja proporcion, por lo que no se

encuentran diferencias entre los cocientes 1/ S entre los grupos DHC y DHC/®-3.

Tabla 9. Composicion porcentual de los acidos grasos de rindn a los 8 meses de edad de SHR-STZ 50
con DHC y DHC/®-3.

Acido graso STZ 50 STZ 50-DHC | STZ 50-DHC/®»-3
Miristico 0.62% + 0.13 0.58% =+ 0.22 0.84% =+ 0.46
Palmitico 29.24% + 5.60 | 25.17% + 5.80 27.86% + 3.62

Palmitoléico

1.16% + 0.22

1.01% + 0.29

1.53% + 0.55

Estearico

23.65% + 5.11

19.38% =+ 2.51

17.56% =+ 6.00

Oléico

16.57% + 4.39

16.56% =+ 4.18

20.88% + 5.55

Linoléico

14.13% + 3.40

13.11% + 1.21

14.12% + 1.68

y Linoléico

0.16% =+ 0.06

0.09% =+ 0.06

0.08% =+ 0.01

Linolénico

0.25% + 0.15

0.07% + 0.04

0.12% =+ 0.02

Linoléico conjugado

0.44% + 0.17

0.23% =+ 0.09

0.27% + 0.11

Eicosendico

0.42% + 0.20

0.71% =+ 0.42

0.20% =+ 0.05

Araquidonico

9.81% =+ 3.56

20.11%6 + 2.38

9.77% + 4.51

Eicosapentaendico

0.41% + 0.19

0.30% =+ 0.07

0.22% =+ 0.09

Docosahexaendico

0.93% + 0.35

1.30% + 0.48

0.66% =+ 0.41

Compuestos de 20:3

1.00% + 0.72

1.36% + 0.75

0.62% =+ 0.17

AG no identificados

2.39% =+ 0.98

2.60% =+ 0.86

1.57% + 0.35

1/7S

0.87 £ 0.37

1.20 £ 0.33

1.18 + 0.42

encuentran subrayadas.

Nota: Las diferencias con el STZ 50 estan marcadas en negritas y las diferencias con el grupo STZ 50-DHC se




En la tabla 9 se observa la composicion de acidos grasos de rifidn de las ratas con STZ
50 mg/kg, se aprecia claramente que la DHC no indujo modificaciones importantes en los
acidos grasos. Podemos ver que el acido estearico diminuyd un 18% con respecto al grupo
STZ 50, aunque este cambio no es significativo. El acido linolénico bajoé de 0.25% en STZ 50
a 0.07% en STZ 50-DHC, mientras que el AA aumentd un 105%, de 9.81% a 20.11% en el
grupo con DHC. En lo que respecta a las ratas STZ 50-DHC/w-3 vemos que el acido
eicosenodico bajo de 0.71% a 0.20%, con relacion al grupo STZ-DHC y el AA disminuy6 de
20.11% en STZ 50-DHC a 9.77% en STZ 50-DHC/w-3, siendo muy similar al porcentaje del
grupo STZ 50 (9.81%).

La composicion de los AG de las ratas diabéticas nos indica que la DHC y el
suplemento de -3 no inducen alteraciones importantes en rifidn y quiza la modificacion mas
evidente sea sobre el porcentaje del acido araquiddnico, que en el grupo con DHC y ©-3

parece regresar al porcentaje encontrado en el grupo STZ 50.

8.5 Analisis histopatologico

El andlisis histopatoldgico reveld alteraciones en higado y rifidon que fueron clasificadas
segin el grado de lesion. Las alteraciones morfoldgicas observadas en higado son
degeneracidon grasa o cambio graso e infiltracion linfocitaria portal. En rifidn se observd

esclerosis glomerular y glomerulitis.

e La degeneracidn grasa se caracteriza por presencia de vacuolas (multiples o Unicas)
en el citoplasma celular, las cuales desplazan al nlcleo de su posicidon original. Este tipo de

lesion se relaciona con trastornos en el metabolismo de las grasas.

e La infiltracion linfocitaria portal se caracteriza por una acumulacion de células
linfoides en el espacio porta. La acumulacion de linfocitos indica una respuesta inflamatoria,
la cual puede estar relacionada directamente con el dafo al tejido hepatico (degeneracion

grasa) o bien como una respuesta a infeccion.



e La esclerosis glomerular es un trastorno que se presenta por depdsito de membranas
hialinas conformadas de proteinas (o y/o B, fibrindgeno, entre otras), que se presentan en
personas o animales con hipertension y/o enfermedades metabdlicas como la diabetes. La
glomerulitis es una respuesta inflamatoria que se desarrolla por necrosis de las células

glomerulares o depodsito antigeno-anticuerpo (membranas hialinas).

8.5.1 Efecto de la hiperglicemia (STZ 50 mgrskg de peso corporal) sobre tefido

Higado

El analisis histoldgico a los 8 meses de edad reveld que el grupo SHR control no
mostrdé degeneracion grasa (Figura 41A), mientras que las SHR inyectadas con STZ (50
mg/kg) presentaron una degeneracion grasa leve, sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. En el caso de la infiltracion linfocitaria, el grupo control
mostrd un dafio patoldgico leve (Figura 42B), en tanto que las ratas diabéticas tuvieron un
dano de leve a moderado, aunque sin diferencias significativas. Al parecer la inyeccidon de
STZ no provocd danos histoldgicos graves al higado, lo cual era de esperarse considerando
que el grupo STZ 50 no presentd alteraciones importantes en los parametros fisioldgicos y

bioquimicos que se estudiaron.

Rifion

En el caso del rifidn del grupo SHR control a los 8 meses de edad, se observd una
glomerulitis muy leve (Figura 43A), mientras que el grupo de SHR diabéticas presento
glomerulitis de grado moderado a severo (Figura 43B). En estos grupos si se observaron
diferencias significativas. Como se menciond, el dafio glomerular se puede presentar en
animales con hipertension, como el caso de las SHR; sin embargo, es evidente que la

induccion de diabetes en estas ratas agravo de manera importante el dafio renal.



8.5.2 Efecto del suplemento de w-3 (EPA y DHA) sobre tejido

Higado

Las SHR suplementadas con -3 no mostraron degeneracién grasa (Figura 41A), lo
cual nos indica que los acidos grasos -3 no promueven la acumulaciéon hepatica de lipidos,
tal como lo revelaron las cuantificaciones de lipidos en este grupo. Por otra parte, se observd
una infiltracion linfocitaria leve sin diferencias significativas con el grupo SHR control. En lo
que concierne a las SHR diabéticas con suplemento de w-3 (STZ 50/®»-3), no se encontraron
diferencias significativas respecto al grupo SHR, esto es, que también mostraron un leve

cambio graso y una infiltracion linfocitaria leve (Figuras 41B y 42B).

Rifion

Al igual que el grupo SHR control, las ratas que recibieron el suplemento de ®-3
mostraron un dafno glomerular leve (Figura 43A), indicando que estos AG no tienen efectos
aparentes sobre este parametro. Sin embargo, las SHR diabéticas que fueron suplementadas
(STZ 50/®-3) mostraron una glomerulitis muy leve (Figura 43C flecha blanca), en contraste
con las SHR diabéticas sin suplemento que mostraron un dafio de moderado a severo. Esto

nos sugiere que los »-3 posiblemente tuvieron un efecto protector sobre la anatomia renal.

8.5.3 Efecto de la DHC y los acidos grasos o-3 sobre tefido

Higado

En lo que respecta al cambio graso observado en higado, el grupo SHR-DHC presentd
un dafio de grado moderado a severo (Figura 41B), a diferencia del grupo control SHR que
no mostrd cambios patoldgicos aparentes (Figura 41A). De manera interesante se encontrd
que el grupo SHR con DHC/®»-3 no mostré degeneracion grasa en el higado, lo cual nos
indica que la acumulacion de lipidos en higado causada por la DHC fue prevenida por el

suplemento de »-3. Con respecto a la infiltracién linfocitaria, el grupo SHR-DHC tuvo un dafio



moderado, mientras que el grupo con DHC/®»-3 sélo presentd una infiltracion muy leve, sin

embargo, el andlisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre los grupos.

En el grupo de SHR diabéticas con DHC se observd una degeneracion grasa de grado
moderado y a pesar de que las ratas diabéticas con dieta normal sélo mostraron un dafio
leve, no se encontraron diferencias significativas entre estos dos grupos. Las ratas diabéticas
con DHC/w-3 presentaron un cambio graso de moderado a severo, aunque no
significativamente diferente del grupo STZ 50-DHC. Respecto a la infiltracidn linfocitaria, el
grupo STZ-DHC al igual que el grupo STZ 50 mostré un dafio moderado y el grupo STZ 50-

DHC/®»-3 tuvo un dafio muy leve, aunque sin diferencias significativas entre si.

Rifion

El dafio observado en rifidn del grupo SHR-DHC fue de moderado a severo (Figuras
43B y 43C flecha azul) y el observado en el grupo SHR-DHC/w-3 fue leve (Figura 43A) en
comparacion con el grupo SHR control que mostrd un dano muy leve, no obstante, la prueba
estadistica no reveld diferencias significativas. Las ratas diabéticas tampoco mostraron
diferencias significativas entre si, el grupo STZ 50-DHC presentd una glomerulitis moderada

(Figura 43B), mientras que el grupo STZ 50-DHC/w»-3 tuvo un dafio de moderado a severo.

Figura 41. Hepatocitos. A) Sin cambio patoldgico aparente (SCPA). Aumento 10x. B) Con cambio
graso (acumulacion intracitoplasmatica). Aumento 20x. Tincidn eosina-hematoxilina.
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Figura 42. Espacio Porta. A) Sin infiltrado. B) Infiltrado linfocitario leve. C) Infiltrado linfocitario
severo. Tincién eosina-hematoxilina. Aumento 10x.



Figura 43. Glomérulo. A) Glomerulitis membranosa leve. Aumento 40x. B) Glomerulitis membranosa
moderada. Aumento 40x. C) Glomérulo SCPA (flecha blanca); glomerulitis membranosa severa (flecha
azul). Aumento 20x. Tincion eosina-hematoxilina.



9. ANALISIS Y DISCUSION

Debido a que la diabetes tipo 2 y la hipertension arterial son enfermedades
estrechamente relacionadas, es necesario el empleo de modelos animales donde coincidan
ambas enfermedades. En esta investigaciéon se probaron tres modelos para generar
hiperglicemia ligera que semejara diabetes tipo 2 en ratas espontaneamente hipertensas. Se
estudio el efecto de la hiperglicemia sobre el metabolismo de los lipidos y se hizo un

seguimiento del desarrollo de la hipertension en estas ratas.

9.1 Modelos de diabetes tipo 2 en SHR

9.1.1 Pancreatectomia parcial (PTT)

Las ratas sometidas a pancreatectomia parcial no desarrollaron hiperglicemia a lo
largo del estudio, lo cual resulta interesante pues a pesar de la extirpacion del 50% del
pancreas no se presentaron alteraciones aparentes sobre la glucosa, el peso corporal ni la
presion arterial. Esto podria estar relacionado con la capacidad de regeneracion de las células
B pancreaticas que ha sido reportado por Liu et a/. (2000), donde encontraron que las células
B de ratas Sprague-Dawley tienen gran capacidad de adaptacién, debido a la cual pueden
mantener normoglicemia y normoinsulinemia después de una pancreatectomia del 60%. En
ese mismo trabajo encontraron que las ratas tienen una proporcién de 45% de células o y
55% de células B en los islotes pancreaticos; después de la cirugia, las ratas fueron capaces
de regenerar el 40% del total de células B, ademas se incremento la actividad catalitica de la
glucoquinasa (enzima clave en el metabolismo de la glucosa) y la secrecién de insulina en los
islotes de las ratas con PTT; el incremento de estos dos parametros permitié que la glicemia
y la insulina se mantuvieran en niveles normales con respecto a las ratas sin cirugia. En
nuestro trabajo, la normoglicemia que mantuvo el grupo PTT podria atribuirse a la capacidad
regenerativa de las células B y quizd también a los parametros estudiados por Liu et al.
(2000); sin embargo, seria necesario un estudio dirigido en este grupo para corroborar dichos

resultados.



9.1.2 100 mg/kg de estreptozotocina (STZ 100)

Las ratas inyectadas con 100 mg/kg de STZ tuvieron una mayor ganancia de peso con
respecto a todos los demds grupos (SHR, STZ 50 y PTT), lo cual resulta contradictorio pues
se sabe que las ratas diabéticas tienden a ganar menos peso, ya que al no poder metabolizar
la glucosa, se promueve la gluconeogénesis y la degradaciéon de proteina y tejido adiposo.
Los resultados de peso del grupo STZ 100 difieren de lo reportado en otras investigaciones
con SHR inyectadas con 75 mg/kg de STZ, estas ratas tuvieron una menor ganancia de peso
en comparacion con las SHR control, sin embargo hay que mencionar que la hiperglicemia
generada por la STZ en el estudio de Iwase ef al (1991) fue de 541 mg/dl a la edad de 6
meses, en tanto que la hiperglicemia generada por Pérez-Hernandez (2008) fue de 257 mg/dl
a la misma edad. En esta investigacion, el grupo STZ 100 tuvo una hiperglicemia mayor a
200 mg/dl con oscilaciones que alcanzaron los 600 mg/dl durante las primeras 15 semanas,
sin embargo, después de las 16 semanas de edad, la glucosa se mantuvo por debajo de los
200 mg/dl, esto puede estar relacionado con la capacidad de regeneracion y diferenciacion
que poseen las células B pancredticas. La diferencia en la hiperglicemia generada con 75 y
100 mg/kg de STZ se le puede atribuir a un error durante la inyeccion de la STZ en las SHR,
si recordamos, el grupo STZ 100 tuvo una mortalidad de 90% reduciendo la poblacién a tres
individuos, lo cual nos sugiere que la dosis administrada de STZ provocé un dafo muy severo
a las células B causando la muerte de la mayoria de las ratas, probablemente las tres ratas
que sobrevivieron recibieron una menor dosis de STZ debido a un error en la inyeccion, lo
cual permitidé la regeneraciéon parcial de algunas células By el consecuente control de la
glicemia, dicho fendmeno se ve reflejado en la disminucidn de la glucosa después de las 16
semanas de edad (Figura 4D). También cabe la posibilidad de que las ratas sobrevivientes no
tuvieran el genotipo de las SHR y por ello no eran susceptibles al desarrollo de la
hipertensidn, por lo tanto pudieron ser mas resistentes. De hecho, se conoce que cierto
porcentaje de la poblacion de SHR no desarrolla hipertension. Esto es consistente con el
hecho de que ratas Wistar inducidas con 100 mg/Kg de STZ a las 48 horas de nacidas, sélo
desarrollan hiperglicemia ligera (alrededor de 150 mg/dl) (Orozco-Tapia, 2008), demostrando

que el genotipo es muy importante en el desarrollo de la diabetes en este modelo.



La diferencia encontrada en el peso corporal puede atribuirse a que la hiperglicemia
severa encontrada durante las primeras semanas en el grupo STZ 100, fue consecuencia de
la deficiencia (casi total) en la secrecion de insulina; algunas investigaciones proponen que
durante la diabetes no controlada hay una deficiencia de insulina y de leptina, la leptina es
una hormona involucrada en el control de la ingesta de alimento y su secrecion es
dependiente de insulina; Sindelar et a/. (1999) encontraron que en la diabetes no controlada,
disminuye la secrecion de leptina y esto contribuye a la hiperfagia caracteristica de la
diabetes. En nuestro estudio, las ratas STZ 100 alcanzaron los valores maximos de glicemia
entre las semanas 8 y 12 de edad, y es a partir de este periodo, que la ganancia de peso
comienza a acentuarse en este grupo, probablemente por una mayor ingesta de alimento
estimulada por la deficiencia de leptina. Aunado a este fendmeno se encuentra la disminucién
de la hiperglicemia a partir de la semana 16, el control de la glicemia indica que la glucosa
estd siendo metabolizada parcialmente y no se promueve gluconeogénesis, por lo que la

ganancia de peso de este grupo se mantiene mas alta.

9.1.3 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ 50)

Este modelo se eligié por ser el mas adecuado para generar diabetes tipo 2 en SHR.
Se obtuvo a partir de la inyeccion intraperitoneal de 50 mg/kg de estreptozotocina en
neonatos de 48 hrs. de la cepa SHR y a lo largo del experimento se caracterizd por presentar
hiperglicemia ligera (140 mg/dl) con oscilaciones entre los 60 mg/dl y 450 mg/d|, lo cual nos
demuestra el descontrol de la glicemia. La importancia de tener un modelo con hiperglicemia
ligera es la oportunidad de seguirlo durante 8 meses sin tener una pérdida importante de
poblacién y el descontrol generado sobre la glicemia, nos muestra los efectos de ésta sobre

la presion arterial, el metabolismo de lipidos y la composicion de acidos grasos.

La estreptozotocina es un farmaco empleado para producir diabetes tipo 1 y tipo 2 en
modelos experimentales. Este compuesto ingresa de manera especifica a la célula B
pancreatica via transportador de glucosa 2 (GLUT 2), dentro de la célula induce dafio al DNA
por alquilacién de sitios especificos; el metabolismo de la STZ genera especies reactivas de
oxigeno, las cuales contribuyen a la fragmentacién del DNA e inducen otros cambios

deletéreos sobre las células. El dafio severo del DNA por la STZ produce la muerte de células



B por apoptosis o0 necrosis. La pérdida de células B se refleja en la disminucién de la
biosintesis y secrecion de insulina y en el aumento subsecuente de la glucosa sanguinea
(Szkudelski, 2001; Bolzan y Bianchi, 2002). El pancreas de los neonatos tiene células
indiferenciadas y/o con gran capacidad regenerativa, en el modelo neonatal con STZ, la
regeneracion parcial de las células B en los islotes pancreaticos ocurre enseguida del dafo
provocado por la STZ, dando como resultado, una mejoria de la hiperglicemia inicial (Iwase
et al, 1987), esto se corrobora en el trabajo de Pérez-Hernandez (2008) quien hizo el
seguimiento de la glucosa sanguinea los dias subsecuentes a la inyeccion de STZ (50 mg/kg),
encontrando una glicemia de 190 mg/dI al dia siguiente de la induccion, la cual descendid a
96 mg/dl el décimo dia de nacimiento y finalmente se mantuvo entre 140 y 150 mg/dl a lo

largo de su estudio.

En esta investigacion, la dosis de 50 mg/kg de STZ generd un dafio moderado a las
células B, permitiendo su regeneracién parcial, lo cual se ve reflejado en la hiperglicemia
ligera que presentd este modelo. No obstante, el area en la que se sitlian los niveles de
glicemia aumenta con la edad (Figura 4C), esto podria ser un reflejo del dafio generado por
la hiperglicemia sobre las células B. Se sabe que la exposicion crénica a concentraciones
suprafisioldgicas de glucosa causa un dano irreversible a la célula B, induciendo defectos en
la expresién del gen de insulina, lo cual ademds genera resistencia a la insulina y la
disminucion progresiva del contenido y secrecién de la misma, dicho fenédmeno se conoce
como glucotoxicidad (Robertson et a/., 2003). Ademas del dafo producido sobre las células B,
se sabe que la hiperglicemia crénica promueve una reaccion de condensacion entre el grupo
aldehido de la glucosa (o cualquier glicido reductor) con el grupo amino terminal de las
proteinas, esta unidon quimica conocida como glicacion, modifica la estructura de las proteinas
alterando sus funciones. Dicho fendmeno puede afectar también a los glucotransportadores,
resultando en una menor captacion de glucosa en los tejidos periféricos (Gagliardino y
Rebolledo, 1992; Durruty y Garcia de los Rios, 2001).



9.2 Efectos sobre los niveles de glucosa

9.2.1 Acidos grasos w-3

Las SHR suplementadas con »-3 (SHR/®w-3) no mostraron diferencias en la glicemia
con respecto al grupo SHR control. Sin embargo, las SHR diabéticas (STZ 50/w»-3)
mantuvieron niveles normales de glucosa (~100 mg/dl) con desviaciones estandar pequenas
a lo largo del tratamiento, esto nos demuestra que los acidos grasos ®»-3, en particular, el

EPA y el DHA promueven el control de glicemia en SHR con diabetes inducida.

Diversos estudios han demostrado que los AGPIs pueden actuar como ligandos
activadores de PPARs (peroxisome proliferator-activated receptor). Los PPARs son miembros
de la superfamilia de receptores nucleares que se encargan del control de genes de varias
rutas del metabolismo de lipidos que incluyen el transporte, captura, union intracelular y
activacion de acidos grasos, asi como de su catabolismo o almacenamiento. También se ha
visto que los PPARs incrementan la sensibilidad a la insulina y aceleran el metabolismo de la
glucosa. Se conocen tres isoformas de PPARs que son: PPAR-a, PPAR-8/p y PPAR-y, las tres
poseen caracteristicas estructurales y funcionales similares (Aleman et al., 2004). Los AGPIs
se unen con mayor afinidad a PPAR-a. Se ha reportado que en modelos de resistencia a la
insulina (ratas con dietas altas en grasa o ratas obesas Zucker), la activaciéon de PPAR-a
mejora considerablemente la sensibilidad a la insulina ademas de reducir la grasa visceral en
ambos modelos (Ferré, 2004). Asimismo, existe evidencia de que los ligandos de PPAR-y
aumentan la sensibilidad a la insulina, para lo cual se han propuesto distintos mecanismos.
La activacion de PPAR-y estimula la diferenciacién de preadipocitos a adipocitos, lo cual
aumenta la captura y almacenaje de acidos grasos libres (AGL) por los nuevos adipocitos y
disminuye el direccionamiento de los AGL hacia el musculo esquelético, esto genera un
aumento en los receptores para insulina reduciendo la resistencia a la misma. En el tejido
adiposo, PPAR-y disminuye la expresion de algunas hormonas secretadas por los adipocitos
que modulan la sensibilidad a la insulina como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
leptina, resistina, interleucina e induce la expresién de adiponectina, la cual aumenta la
sensibilidad a la insulina. En el musculo esquelético, PPAR-y aumenta la expresion del

substrato para el receptor de insulina-2 y del transportador de glucosa 4 (GLUT4). También



estimula la expresion de GLUT2 en las células p pancreaticas y reduce la produccion hepatica
de glucosa. Estos mecanismos mejoran el metabolismo de la glucosa, incrementan la

sensibilidad a la insulina y reducen la RI (Aleman et al., 2004; Ferré, 2004).

En el estudio realizado por Orozco-Tapia (2008) se llevd a cabo un analisis
inmunohistoquimico de células B pancreaticas de ratas Wistar diabéticas con suplemento de
acidos grasos »-3 (EPA y DHA), encontrando que las ratas con suplemento mostraron una

mayor sintesis de insulina en comparacion con las ratas diabéticas sin suplemento.

Esto nos sugiere que ademas de la mejoria en la sensibilidad a la insulina también se
promueve la sintesis y secrecion de la misma, gracias a lo cual los niveles de glicemia se

mantuvieron normales en nuestro grupo de SHR diabéticas con o-3.

9.2.2 Dieta hipercalorica (DHC)

La dieta hipercaldrica fue proporcionada a las ratas con el fin de simular una
alimentacién no balanceada rica en grasas principalmente saturadas y carbohidratos, en este
caso fructosa al 10% (porcentaje similar al encontrado en los refrescos). De esta manera se
pretendia ver el efecto de la DHC en las SHR y agravar el cuadro de diabetes tipo 2 en las
SHR-STZ 50. Los niveles de glicemia no se modificaron en el grupo SHR-DHC. Estos
resultados concuerdan con otras investigaciones en las cuales, a pesar de proporcionar una
dieta con ~ 60% de fructosa, la glicemia no se vio modificada (Hwang et a/., 1987; Comte et
al., 2004). En las ratas diabéticas con dieta hipercaldrica (STZ 50-DHC) se observd un control

parcial de la glucosa.

Una probable razén por la cual los niveles de glicemia no se incrementan con la
adicion de fructosa en la dieta es que ésta es metabolizada de manera distinta a la glucosa,
ya que requiere de una enzima especifica para ser fosforilada (fructoquinasa). Asimismo, la
fructosa es transportada por GLUT 5 (y parcialmente por GLUT 2), de manera que su
metabolismo solo puede ocurrir en las células que expresen a ambos. La fructoquinasa y
GLUT 5 se encuentran abundantemente expresados en el higado, debido a esto, la fructosa

es rapidamente fosforilada a fructosa-1-fosfato, ésta es cortada por una aldolasa B, en



gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato, la trioquinasa cataliza la reaccién de gliceraldehido
con ATP para formar gliceraldehido-3-fosfato. A partir de este punto, su metabolismo es
relativamente similar al de la glucosa, sin embargo, es importante recalcar que la fructosa
llegd a este nivel metabdlico sin pasar por el principal punto de control de la glucdlisis, en
consecuencia, la fructosa es principalmente utilizada como substrato para la sintesis de
triglicéridos (Mayes, 1993). La conversidon de fructosa a triglicéridos consume ATP, esto
explica el bajo indice glicémico de la fructosa (5 veces mas bajo que el de la glucosa). El
indice glicémico de los nutrientes es una medida de su habilidad para elevar los niveles de
glucosa sanguinea y es inversamente proporcional a su efecto sobre la reduccion del apetito

a corto plazo (Anderson et al/.,, 2002).

Se ha reportado que la fructosa no estimula la secrecidon de insulina en las células B
pancredticas debido a la baja concentracion del transportador de fructosa GLUTS en estas
células (Elliot et a/., 2002), no obstante, Diaz y Burgos (2002) reportan que la fructosa puede
entrar a las células B a través de GLUT2. Otro estudio indica que en las células B, el
gliceraldehido (intermediario metabdlico de la fructosa) puede actuar como un potente
secretagogo de insulina a concentraciones bajas, debido a que incrementa el nivel de NADH
en mayor proporcion que la glucosa, sin embargo, la exposicién continua de la célula B al
gliceraldehido también puede causar efectos dafiinos, ya que su metabolismo forma
metilglioxal y éste a su vez promueve la acumulacién de D-lactato y propanediol, los cuales

son tdxicos pues acidifican la célula p (MacDonald, 2006).

El control de la glicemia de las SHR diabéticas con DHC y »-3 (STZ 50-DHC/w®-3),
podria ser atribuido tanto a los efectos de los acidos grasos -3 como al metabolismo de la
fructosa de la DHC.

9.3 Efectos sobre la presion arterial

La presion arterial no se vio significativamente alterada por la diabetes ni por la
adicién de la dieta hipercaldrica en las SHR. Esto es consistente con los resultados de
glicemia, ya que la inyeccion de 50 mg/kg de STZ indujo hiperglicemia ligera y por ende no
se acelerd el desarrollo de hipertensidon en este modelo. Pérez-Hernandez (2008) estudié dos

modelos de hiperglicemia, ligera y severa (50 y 75 mg/kg de STZ) en SHR, encontrando una



estrecha relacion entre el desarrollo de la hipertension y la hiperglicemia severa (>200
mg/dl), en ese grupo, la hipertension se desarroll6 a las 6 semanas de edad, mientras que en
el grupo con hiperglicemia ligera, la hipertension se alcanz6 a la edad de 10 semanas. Lo
anterior implica que la hiperglicemia ligera generada por la inyeccion de 50 mg/kg de STZ
probablemente no produjo una glucotoxicidad lo suficientemente severa para dafiar el rinén,
principal érgano involucrado en el control de la presién arterial y de esta manera, elevar
significativamente la presién arterial. La presion arterial tampoco se vio alterada en las SHR
(diabéticas y no diabéticas) con DHC y con DHC/w-3, lo cual podria estar relacionado con el

control parcial de la glicemia observado en estas ratas.

Las SHR diabéticas con -3 (STZ 50/w»-3) tampoco tuvieron presion arterial diferente
a las SHR diabéticas sin suplemento (STZ 50). Por otra parte, el grupo de SHR con
suplemento de »-3 disminuyd la presion arterial en comparacion con el grupo SHR control,
esto fue parcialmente, ya que ambos grupos sobrepasaron los 140 mmHg entre las semanas
10 y 11 de edad, sin embargo, las ratas suplementadas con w-3 (SHR/®»-3) presentaron una
reduccion significativa en la presion arterial durante 17 semanas, es decir de las 15 a las 32
semanas de edad y posteriormente ambos grupos se comportaron de la misma manera
(Figura 21A). Estos resultados contrastan con los de Pérez-Hernandez (2008) que administro
a SHR, un suplemento de acido a-linolénico (precursor de la serie »-3) y encontrd un retraso
en el desarrollo de la hipertensién, ya que las SHR con suplemento sobrepasaron los 140
mmHg a las 20 semanas de edad y a partir de ahi, la presion continué elevandose hasta 150
mmHg. Las diferencias entre la cinética de la presién arterial reportada por Pérez-Hernandez
(2008) y los reportados en esta investigacion, radican en los suplementos administrados a las
SHR, ya que a pesar de tratarse de acidos grasos de la serie ®-3, su metabolismo, su

incorporacion a los fosfolipidos y su accion bioldgica parecen ser diferentes.

En lo que respecta a la presion diastdlica (Anexo 3), nosotros tomamos como valor
normal de referencia el promedio obtenido por Orozco-Tapia (2008) en ratas Wistar, el cual
fue de 115 £ 12 mmHg. Pudimos observar que todos nuestros grupos de SHR Y SHR
diabéticas, sobrepasaron ese valor, esto nos sugiere que el basal de presion diastdlica es mas
elevado en las SHR debido probablemente a su genotipo. La presién diastélica nos da indicio

del dano vascular (Agrest, 1992), en las SHR control se alcanzé un valor de 160 mmHg, lo



cual podria ser un reflejo de la susceptibilidad de esta cepa a sufrir dafios renales o
vasculares. A pesar de haber encontrado valores aparentemente elevados, la presion
diastolica siguié una tendencia similar a la presion sistdlica y no mostré diferencias inducidas

por la diabetes ni por la dieta hipercaldrica.

El grupo SHR/®w-3 mantuvo la presién diastdlica menor en comparacion con el grupo
SHR control. Al igual que en la presion sistdlica, el control fue parcial y por un periodo mas
corto, es decir, el suplemento de acidos grasos ®-3 mantuvo la presion diastdlica

significativamente mas baja durante 8 semanas (de las semanas 24 a la 32 de edad).

Se han propuesto distintos mecanismos por los cuales los acidos grasos w-3 pueden
contribuir a la disminucién de la presion arterial. Varios autores atribuyen el efecto
antihipertensivo de los -3 a la produccion de eicosanoides. Si recordamos, la biosintesis de
AGPIs como el araquiddnico y el eicosapentaendico a partir de los acidos linoléico (AL) »-6 y
linolénico (ALN) »-3, requiere la participacion de desaturasas y elongasas; el AL y el ALN
compiten por las mismas enzimas A5D y A6D desaturasas, ademas el ALN usa la misma via
metabdlica para producir DHA a partir de EPA (Rodriguez-Cruz et al., 2005). Cuando las ratas
son suplementadas con acidos grasos -3 (EPA y DHA), el EPA compite con el AA por su
incorporacion en los fosfolipidos y también por el acceso a las enzimas que participan en la
sintesis de eicosanoides (Covarrubias y Ortega, 2002). El AA es precursor de los prostanoides
(prostaglandinas y tromboxanos) de la serie 2 y de los leucotrienos de la serie 4, mientras
que el EPA es el precursor de los prostanoides de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5.
Cuando se incrementa el cociente ©-3/w-6, el EPA inhibe la formacion de tromboxano de la
serie 2 (TXA,) que se considera vasoconstrictor y estimulador de la agregacion plaquetaria,
asi como la produccidon de prostaglandina de la serie 2 (PGE;) normalmente considerada
como mediador pro-inflamatorio (Frenoux et a/, 2000; Hirafuji et a/, 2003). Sin embargo,
hay que mencionar que los productos enzimaticos de la ciclooxigenasa (TX y PGE) pueden
tener propiedades antihipertensivas y prohipertensivas dependiendo del perfil de
prostanoides producidos, del modelo de hipertension, asi como del 6rgano en cuestion (Imig,
2006).



Kinsella et al. (1990) reportan que la incorporacién de acidos grasos -3 a la
membrana celular vascular puede incrementar su fluidez y alterar el transporte de iones,
enzimas y las actividades de los receptores. Dominiczak y Bohr (1990) proponen que las
anormalidades en los sistemas de transporte de membrana de las SHR pueden estar
relacionadas con la reduccion de la fluidez membranal, el DHA puede normalizar las
alteraciones fisicas de la membrana celular vascular mediante el incremento de su fluidez, y
de esta manera, afectar la permeabilidad de canales idnicos (Kxrp y Ca** tipo L) y estimular la

respuesta vasorelajante.

Como se menciond, los AGPIs son ligandos de PPARs y se ha reportado que los
agonistas de PPAR-o. pueden tener efectos anti-inflamatorios en células vasculares e
incrementar la expresion de la sintasa de déxido nitrico endotelial (eNOS). PPAR-o. también
reduce las concentraciones plasmaticas de interleucina 6 (IL-6) y decrementa la expresion de
la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en células del musculo liso vascular (VSMCs) mediante la
inhibicién de la funcién del factor nuclear kB (NF-kB). Asi mismo, los agonistas de PPAR-y
inhiben el receptor tipo 1 de angiotensina II en VSMCs; todos estos fendmenos son benéficos

en la hipertension (Kota et a/., 2005).

Es bien sabido que el AA es un acido graso metabdlicamente activo y esta involucrado
en la regulaciéon de la presién arterial. En esta investigaciéon también se obtuvo la
composicion porcentual de acidos grasos de higado y rifidn. En rifdn, el grupo SHR tuvo un
porcentaje de 6.28% de AA, mientras que el grupo SHR/®-3 tuvo 21.42% de AA, recordemos
que este Ultimo grupo mantuvo mas baja la presion arterial respecto al grupo control, el alto
porcentaje de AA también pudo contribuir al control de la presién arterial de este grupo. El
AA puede ser metabolizado mediante tres vias enzimaticas: COX (ciclooxigenasa), LOX
(lipooxigenasa) y CYP450 (citocromo P450). Como vemos en la figura 44, el AA es convertido
en epoxidos vasodilatadores derivados del citocromo P450, los acidos epoxieicosatriendicos
(EETs), estos metabolitos de la epoxigenasa contrarrestan las acciones vasoconstrictoras
renales del acido 20-hidroxieicosatetraendico (20-HETE), otras propiedades vasculares de los
EETs incluyen acciones anti-inflamatorias, efectos profibrinoliticos e inhibicion de la migracién
de VSMC, estas propiedades pueden proteger el rifdn y la vasculatura renal de la progresion

del dano asociado con la diabetes y la hipertension (Imig, 2006).
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Figura 44. COX, CYP450 y LOX, diferentes vias que pueden metabolizar el AA (Imig, 2006).

Engler y Engler (2000) proponen otro mecanismo mediante el cual el DHA produce
vasorelajacion y esta relacionado con el metabolismo del DHA a productos de la epoxigenasa.
De manera similar al AA, el DHA puede ser metabolizado por la epoxigenasa a acidos
epoxidocosapentaendicos (EDPs), los cuales son mas potentes para inhibir la agregacion
plaquetaria que los epdxidos del AA. Los productos de la epoxigenasa del AA y del DHA en

conjunto, pueden contribuir a la vasorelajacion.

9.4 Efectos sobre el metabolismo de lipidos

9.4.1 Colesterol en suero

Se ha reportado que el contenido de colesterol aumenta en la diabetes (Malmstrom et
al., 1999). El modelo de diabetes ligera en SHR que utilizamos (STZ 50), no mostré cambios
significativos en el contenido de colesterol, sélo algunos cambios marginales. No obstante,
hubo una ligera disminucién de colesterol en suero de ratas diabéticas probablemente
relacionado con un menor consumo o0 una mayor eliminacion del mismo, pero debido a que
trabajamos con una hiperglicemia ligera, no hay cambios significativos. Se ha reportado que
durante la diabetes tipo 2 se acelera el catabolismo del colesterol HDL y que las
concentraciones de colesterol LDL total son similares o incluso inferiores a lo normal

(Malmstrém et al, 1999), esta podria ser otra razon por la cual el colesterol de las SHR



diabéticas se encontrd ligeramente mas bajo que el de las SHR control. Para confirmar dichos
resultados seria conveniente realizar un perfil lipidico completo en donde se estudiaran las

proporciones de lipoproteinas.

Por otra parte, encontramos que el suplemento de ®-3 (en SHR normales y
diabéticas) no modificd el contenido de colesterol a pesar de conocerse que pueden activar el
catabolismo de lipidos a través de los PPAR-a. (Ferré, 2004). Cuando se proporciond la dieta
hipercaldrica a SHR no diabéticas si encontramos un ligero aumento en el contenido de
colesterol en suero, lo cual podria ser explicado por el colesterol contenido en la manteca de
la dieta hipercaldrica, ademas de la posible participacion de la fructosa como agente
lipogénico (Elliott et a/., 2002).

9.4.2 Colesterol en higado

Al igual que en suero, la diabetes no produjo cambios significativos del colesterol en
higado, lo cual sigue siendo consistente con la hiperglicemia ligera generada en nuestro
modelo. Esto también concuerda con el colesterol del grupo STZ 100 que si mostrd un
aumento significativo que podria estar relacionado con la hiperglicemia severa que mostrd

este grupo.

En SHR normales con DHC (SHR-DHC) se encontré una reduccién en el colesterol en
higado. Sabemos que el higado se considera la principal central metabdlica del cuerpo y
entre sus funciones se encuentra la sintesis y almacenamiento de colesterol y el transporte
de lipidos (mediante las lipoproteinas). O’ Meara et a/. (1991) proponen que el colesterol
puede tener una accion de auto-regulacion, es decir, cuando hay un aumento en la ingesta
de colesterol, éste disminuye la accion de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa,
la cual es el paso limitante en la sintesis de colesterol. Posiblemente, la reducciéon en el
colesterol de las SHR-DHC esté relacionada con el fendmeno expuesto anteriormente.

El grupo de SHR diabéticas con DHC (STZ 50-DHC) no mostrd diferencias en el
colesterol. Sin embargo, en los grupos con DHC/w-3 (normales y diabéticas) se observd un

incremento en el colesterol en higado. Este fendmeno podria ser explicado mediante la



activacién de PPAR-a por los -3, sabemos que PPAR-o. promueve el catabolismo de lipidos
mediante la estimulacién de la p-oxidacion (Ferré, 2004). Los productos finales de la B-
oxidacidon son moléculas de acetil-CoA, las cuales son el principal precursor para la sintesis de
colesterol, lo cual aunado al colesterol presente en la manteca y al posible efecto lipogénico

de la fructosa, podria verse reflejado en el incremento del colesterol en estos grupos.

También hay que mencionar que los AG ®-3 podrian estar estimulando el catabolismo
de lipidos solo bajo altas concentraciones de lipidos (como en el caso de la DHC), ya que los
grupos que se alimentaron con dieta normal y recibieron el suplemento de »-3 no mostraron

diferencias significativas en sus niveles de colesterol.

9.4.3 Colesterol en rifion

A diferencia de lo ocurrido en suero e higado, el colesterol en rindn se incrementd
significativamente en el grupo de SHR diabéticas (STZ 50). Recordemos que en higado, el
colesterol no mostro diferencias en las SHR diabéticas, probablemente porque este drgano
exporta el colesterol a otros dérganos como el rifidn, y es aqui donde se observa la
acumulacion del mismo. No obstante, los grupos de SHR y SHR diabéticas que recibieron la
DHC, el suplemento de ®-3 y la DHC con ®-3 (DHC/®-3) no presentaron diferencias

significativas en el colesterol de rifion.

9.4.4 Triglicéridos en suero

Es sabido que durante la diabetes aumentan los niveles de triglicéridos en suero
(Malmstrém et al, 1999). Se ha reportado que la actividad de la enzima lipoproteinlipasa
(LPL) suele ser inferior a lo normal en los pacientes con diabetes tipo 2, ya que esta enzima
es dependiente de insulina. Lo anterior puede contribuir al largo tiempo de permanencia de
lipoproteinas ricas en TG (LRT) en la circulacion (Nikkild y Kekki, 1973; Kissebah et al,
1982). Sin embargo, en nuestro caso los triglicéridos en suero no se vieron significativamente
modificados en las SHR diabéticas. Como ya se menciond, la hiperglicemia ligera con la que

trabajamos al parecer no induce cambios significativos en el metabolismo de lipidos.



Las SHR con dieta hipercaldrica (SHR-DHC) mostraron un aumento significativo de los
triglicéridos, como en el caso del colesterol esto se explica por el contenido de triglicéridos en
la manteca y por la accion lipogénica de la fructosa. Las SHR diabéticas con DHC (STZ 50-

DHC) no mostraron diferencias en el contenido de TG.

El grupo SHR-DHC/®»-3 mostré un aumento de los TG con respecto al grupo SHR
control pero presentd una disminucion significativa comparado con el grupo SHR-DHC, esto
refleja un comportamiento anémalo, ya que esperariamos ver un mayor contenido de TG en
suero en el grupo SHR-DHC/w-3 (en comparacion con el SHR-DHC) sin embargo ocurrid el
fendmeno contrario. Los acidos grasos m-3 aumentan el catabolismo de lipidos por su unién a
PPAR-a; este fendmeno se expresa como un incremento de los TG en suero debido a la
oxidaciéon y movilizacién de los mismos, no obstante, es probable que esto se observe sélo a
corto plazo, mientras que a un periodo mas largo (8 meses) haya una disminucién de los TG
totales y por ende, disminuyan los TG en suero. Otra posible explicacion de lo observado en
el grupo SHR-DHC/w-3, es que la estimulacién a largo plazo de PPAR-a. puede producir una
desensibilizacion del receptor y asi reducir el efecto de los w-3 y el subsecuente efecto

catabolico.

Las SHR diabéticas con DHC y -3 (STZ 50-DHC/®w-3) mostraron un aumento
significativo de los TG, esto se explica por el efecto catabdlico de los acidos grasos w-3 y la
elevada concentracién de lipidos en la DHC. Tal como ocurrié con el contenido de colesterol,
los acidos grasos -3 por si solos (en SHR y SHR diabéticas) no indujeron modificaciones en

el metabolismo de los TG en suero.

9.4.5 Triglicéridos en higado

En el grupo de SHR diabéticas (STZ 50) se observo un ligero incremento de los
triglicéridos en higado. Como sabemos, una funcion importante de la insulina es la inhibicion
de la lipdlisis en tejido adiposo (Mendivil y Sierra, 2005); durante la diabetes hay una menor
sintesis y secrecion de insulina, esto genera un aporte excesivo de acidos grasos al higado
debido al estimulo de las sefales lipoliticas, lo cual induce la sintesis de VLDL y puede
ocasionar hipertrigliceridemia (Ros y Laguna, 2006).



En el grupo SHR-DHC se observé una disminucién de los TG en higado, esto aunque
parece contradictorio puede ser explicado por la composicion de acidos grasos de la manteca
de la DHC, en la tabla 10 podemos apreciar que la manteca esta constituida en un 42.86%
de acido oléico. Kota et a/ (2005) publicaron que el acido oléico es ligando de PPAR-q, el
cual acelera el catabolismo lipidico y disminuye su acumulacion en el higado, como lo que
ocurrié en nuestro caso. Con respecto a las SHR diabéticas, el grupo STZ 50-DHC mostrd un
aumento significativo de los TG en higado, lo cual era de esperarse por el contenido de TG
provenientes de la manteca y por la actividad lipogénica de la fructosa y debido a que la
dieta se proporciond durante un periodo largo, los TG se acumularon en el higado.

Los grupos que recibieron el suplemento de »-3, ya sea que fueran alimentados con
dieta normal o con dieta hipercaldrica, no mostraron diferencias significativas contra su
respectivo grupo control. A pesar de que distintas publicaciones afirman que los AG -3
tienen efectos catabdlicos sobre los lipidos (Ferré, 2004; Kota et al, 2005), en nuestra
investigacion no se corroboraron dichas afirmaciones pues los »-3 no presentaron efectos

aparentes sobre la cuantificacion de TG en higado a largo plazo (8 meses).

9.4.6 Triglicéridos en rifion

Como se menciond anteriormente, es comun que durante la diabetes se altere el
metabolismo lipidico y se genere hipertrigliceridemia. En higado observamos una
acumulacion de triglicéridos y en el caso del rifidn se observd el mismo fendmeno.
Probablemente la hiperglicemia generada en nuestro modelo, aunque ligera, si fue capaz de

alterar el metabolismo de los TG y de promover su acumulacion en el rifion.

Los TG en rindén de las SHR-DHC mostraron el mismo comportamiento que los TG en
higado, esto es disminuyeron. La explicacion de este comportamiento puede atribuirse
también al elevado contenido de acido oléico en la manteca y a su funcion como ligando de

PPAR-o, como ya se menciono.

En el caso de las ratas diabéticas, las que recibieron DHC no presentaron diferencias

respecto a las diabéticas con dieta normal, sin embargo las ratas con DHC y ®-3 (STZ 50-



DHC/®»-3) mostraron una tendencia a disminuir los TG. Quiza la unién del acido oléico (de la
manteca) en conjunto con la unién del EPA y el DHA (del suplemento de »-3) a PPAR-a

promuevan el catabolismo de los lipidos y no permitan la acumulacién de TG en el rifén.

Las SHR con suplemento de -3 (SHR/®-3) no presentaron cambios en el contenido
de TG. Las SHR diabéticas con »-3 (STZ 50/»-3) mostraron TG en rindn significativamente
menores que el grupo de ratas diabéticas sin suplemento (STZ 50), esto nos sugiere que el
EPA y el DHA actuaron como ligandos de PPAR-o. y estimularon la actividad catabdlica,
reduciendo la acumulacion de TG observada en las ratas diabéticas. Este efecto podria
reflejarse en una mejoria de la vasculatura renal del grupo STZ 50/w-3 comparado con el
grupo STZ 50.

9.4.7 Proteina

Las cuantificaciones de proteina en suero mostraron una pérdida significativa en los 4
grupos de SHR diabéticas en comparacion con sus respectivos controles no diabéticos,
probablemente por la activacion de la gluconeogénesis debido a la deficiencia de insulina. En
higado y en rifidn también se observd una disminucién en la proteina de los grupos
diabéticos. Esta reportado que la deficiencia en la accién de la insulina deriva en una menor
utilizacion de glucosa en los tejidos sensibles a insulina (principalmente en musculo), asi
como en la activacién de la lipdlisis en el tejido adiposo (cabe mencionar que la insulina
normalmente ejerce un efecto antilipolitico) con una mayor liberacion de acidos grasos libres.
Debido a que los acidos grasos libres no pueden ser convertidos a glucosa, es que se
favorece la gluconeogénesis (Belfiore e Ianello, 2000a). La gluconeogénesis ocurre en el
higado y, en menor medida, en el rifidn. Los precursores que pueden transformarse en
glucosa incluyen al lactato, piruvato y a la mayor parte de los aminoacidos, asi como al
glicerol, que es el producto de la escision de los triglicéridos (Voet y Voet, 1992).

Los grupos SHR-DHC y SHR-DHC/w»-3 también tuvieron una menor cantidad de
proteina en higado respecto al grupo SHR control. Esto puede deberse a que los grupos con
dieta hipercaldrica no tuvieron una alimentacion balanceada, ya que la base de su dieta fue
principalmente de grasas y carbohidratos. Debido a que en estos grupos la glicemia se



mantuvo normal y la insulina tuvo efectos lipogénicos normales, no podemos hablar de la
activacion de gluconeogénesis; ademas, debido a la misma composicion de las dietas, hubo
una mayor asimilacion de lipidos y carbohidratos que de proteinas. En el grupo SHR/w-3
también se observd una ligera disminucion en la proteina, al igual que en los grupos con

DHC, esto puede deberse a una menor asimilacion de la proteina proveniente de la dieta.

Al parecer la hiperglicemia ligera no altera de manera importante el metabolismo de
lipidos en las SHR; sin embargo, el metabolismo proteico si se vio modificado en los grupos
con diabetes.

9.5 Efectos sobre la composicion de acidos grasos

Los acidos grasos son importantes constituyentes de las membranas celulares; la
composicion de acidos grasos y el contenido de colesterol son factores importantes que
tienen influencia sobre las propiedades y funciones de la membrana celular. Las diferencias
en los acidos grasos de la membrana pueden inducir cambios en la fluidez membranal, en el
comportamiento de los canales idnicos y en las actividades de las enzimas y receptores
acoplados a la membrana (Spector y Yorek, 1985). Las alteraciones de la composicion de
acidos grasos de los fosfolipidos en las SHR pueden contribuir a la alteracion de las
propiedades y funciones de la membrana, y esto puede estar relacionado en parte, al

desarrollo de la hipertension en SHR (Watanabe et a/., 1989).

Como ocurrié con la mayoria de los parametros que estudiamos, no se presentaron
alteraciones importantes por la induccién de diabetes, ya que la hiperglicemia generada no
fue lo suficientemente severa para afectar el metabolismo de los animales. Por ello, la
composicion de acidos grasos en higado y rifdn de las SHR con 50 mg/kg de STZ, casi no
presentd modificaciones. A diferencia de esto, las SHR que fueron inyectadas con 100 mg/kg
de STZ mostraron alteraciones importantes en la mayoria de los acidos grasos identificados,
tanto en higado como en rifdn (Ver Anexo 4, Tablas 12 y 13). Entre los cambios mas
importantes encontrados en este grupo, esta el aumento significativo de EPA y DHA, asi
como la disminucién de los acidos palmitico, estearico y linoléico en el higado. En el rindn se
encontraron en menor proporcion los acidos palmitico, estearico, oléico y linolénico, en tanto

que el linoléico, araquiddnico, EPA y DHA aumentaron significativamente. Estos resultados



nos demuestran que la hiperglicemia generada por 100 mg/kg de STZ, efectivamente altera
el metabolismo lipidico de las SHR.

9.5.1 Acidos grasos en higado

A pesar de encontrar pocas diferencias entre las SHR control y las SHR diabéticas
(STZ 50), el cociente I / S en higado fue menor en el grupo de SHR diabéticas (Tabla 2), lo

cual nos indica una posible disminucién de la fluidez membranal inducida por la diabetes.

Las SHR que recibieron el suplemento de acidos grasos »-3 (SHR/w-3) si mostraron
cambios en los acidos grasos (Tabla 4). Presentaron una reduccion del acido estedrico e
incrementos en varios acidos poliinsaturados como el y linoléico, linoléico conjugado (CLA) y
los compuestos de 20:3. Como era de esperarse, este grupo tuvo un aumento significativo de
los acidos eicosapentaendico y docosahexaendico debido a la administracion del suplemento,
asi como una acumulacion del acido linolénico (ALN). Como ya se ha mencionado, el ALN es
el precursor de los acidos grasos o-3 y gracias a una serie de desaturaciones (por medio de
A5 y A6 desaturasas) y elongaciones, forma EPA y DHA. Ya que estos acidos grasos (EPA y
DHA) fueron directamente proporcionados a las ratas, el mecanismo de desaturacion-
elongacion del ALN quizd se mantuvo inactivo y por ello se favorecid su acumulacion. Este
fendmeno podria explicar también el hecho de no encontrar diferencias en el porcentaje de
AA, pues diversas investigaciones afirman que los acidos linoléico y linolénico compiten por
las mismas desaturasas y elongasas para dar origen al AA y EPA, respectivamente
(Covarrubias y Ortega, 2002; Rodriguez-Cruz et al, 2005). Otra posibilidad es que la
formacion de AA a partir del acido linoléico (AL) proveniente de la dieta, fuera exportado a
otros dérganos y por ello no se haya acumulado en el higado. Dado que el grupo SHR/®w-3
mostrd incrementos en varios AGPIs, el cociente I / S fue significativamente mas alto,

sugiriendo el desarrollo de una mayor fluidez membranal.

Las SHR diabéticas con suplemento de -3 (STZ 50/w-3) sblo presentaron algunos
cambios marginales respecto a las SHR diabéticas (STZ 50), no obstante el cociente I / S
también fue mayor en las ratas suplementadas (Tabla 4), por lo que los acidos »-3 podrian

estar contribuyendo a restituir la pérdida de fluidez membranal inducida por la diabetes. Lo



anterior podria estar relacionado con la normoglicemia que presentaron estas ratas (Figura
20B).

En las SHR y las SHR diabéticas con DHC se observd un incremento significativo del
acido oléico. Este pudo provenir de la manteca, la cual contiene 42.86% de acido oléico o ser
el resultado de la alimentacién con fructosa. Comte et a/ (2004) reportaron que ratas
alimentadas con fructosa muestran un incremento significativo de los productos de la A9
desaturasa como el acido palmitoléico y el acido oléico. Los mismos investigadores reportaron
que la acumulacion hepatica de acido oléico observada durante la hipertension genética, es
reforzada por la alimentacion con fructosa. Otros investigadores han atribuido este efecto a la
estimulacion de la estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD-1) hepatica (Waters y Ntambi, 1994). En
el grupo SHR-DHC también se observd un decremento en el porcentaje de acido linoléico, el
cual pudo ser utilizado para la formaciéon de AA, ya que este Ultimo se encontré en mayor

porcentaje en comparacion con el grupo control.

En lo que respecta a las SHR con DHC/®»-3, se encontrd una reduccion en los acidos
palmitoléico y oléico, lo que nos sugiere que el suplemento de w-3 impide la acumulacién de
acidos grasos monoinsaturados y promueve el incremento de acidos poliinsaturados, en este
caso, del linolénico, el CLA y del DHA. Algunas investigaciones han demostrado que una
mezcla de AGPIs en la dieta, regula la acumulacion de acido oléico en SHR mediante la
supresion de la SCD-1 (Bellenger-Germain et al, 2002; Bellenger et al, 2004).
Probablemente el suplemento que nosotros utilizamos haya actuado por este mecanismo,
reduciendo asi el porcentaje de acido oléico en higado. En las SHR diabéticas con DHC/w-3
no ocurrié el mismo fendmeno, en este grupo se observd una mayor acumulacion de acido
oléico, quiza porque la combinacion de hipertension, diabetes y DHC hace mas susceptibles a

los animales de sufrir alteraciones metabodlicas, por lo que en este caso el »-3 no tuvo efecto.
9.5.2 Acidos grasos en rifidn
Al igual que en higado, las SHR suplementadas con »-3 presentaron cambios en su

composicion de acidos grasos de rifion. Entre los cambios mas significativos se encuentran

los decrementos en los acidos grasos palmitico y estearico. Mientras que los acidos linoléico y



araquidonico mostraron aumentos significativos. Esta acumulacion de AA en rifidn, puede ser
explicada por dos mecanismos. La tabla 11 (Anexo 1) muestra la composicion de AG del
alimento comercial proporcionado a las ratas, podemos observar que la dieta esta constituida
en un 30% de acido linoléico, el cual es el principal precursor para la formacion de AA. El AA
al ser formado en el higado, pudo ser exportado y acumulado en el rindn. Otro mecanismo
puede estar relacionado con la competencia del AA y el EPA por las ciclooxigenasas para la
formacion de eicosanoides, ya que las ratas recibian un suplemento constante de EPA y DHA,
estos acidos grasos pudieron ser el sustrato preferente de las ciclooxigenasas. Asi, la
formacion de AA es estimulada de manera constante por el AL de la dieta, y debido a que el
AA no se esta empleando para la formacion de eicosanoides, se aprecia su acumulacion en el
rifdn. Este grupo también mostrd un cociente I/ S mas alto que el grupo SHR control, lo cual

indicaria una mayor fluidez membranal.

Tal como sucedid con los lipidos en rifdn, las ratas diabéticas con -3 (STZ 50/w»-3)
casi no mostraron cambios en sus acidos grasos. Unicamente se observé una reduccion en el
acido estearico e incrementos en los acidos oléico y linoléico, en este grupo el AA no mostrd
diferencias respecto a las SHR diabéticas sin suplemento. El cociente I / S también fue mas
alto respecto a las SHR-STZ 50, aunque no significativamente.

En el grupo SHR-DHC se observaron varios cambios en los acidos grasos del rifidn, los
cuales pudieron estar inducidos por la composicion de la DHC y por el efecto que tiene la
fructosa sobre la SCD-1, estos cambios también pudieron ser el resultado de la exportacion
proveniente del higado. Recordemos que el rifidon es un dérgano que no participa muy
activamente en la formacion de acidos grasos, sino mas bien, recibe y acumula los acidos
grasos que el higado exporta. La acumulacion de AA en rifidn quiza ocurrid por la suma del
AL proveniente de la dieta estandar (30%) mas el de la manteca (12.64%). Por otra parte,
en el grupo SHR-DHC/w-3 aumento el contenido de AL y disminuyd el AA. Tal vez el AL no
era utilizado para la formacion de AA o probablemente el AA estaba siendo empleado por las
ciclooxigenasas para la formacion de eicosanoides. En las ratas diabéticas con DHC, el
cambio mas evidente fue un aumento en el AA quiza proveniente de la dieta, en tanto que

las ratas diabéticas con DHC/w-3 tuvieron una disminucion en el porcentaje de AA, lo cual



podria evitar la formacion de eicosanoides de las series 2 y 4 y tener un efecto benéfico

sobre la presion arterial.

9.6 Histopatologia

El andlisis histopatoldgico reveld dafios en higado y rifidn provocados principalmente

por la diabetes, por la dieta hipercaldrica o por la combinacion de ambas.

9.6.1 Higado

Degeneracion grasa

La inyeccion de STZ (50 mg/kg) no provocd un dafio considerable en el tejido
hepatico respecto a la acumulacién de lipidos, lo cual es consistente con los resultados
obtenidos de lipidos y composicion de acidos grasos en higado, ya que se encontraron leves
diferencias en estos parametros. Al parecer, la concentracion de 50 mg/kg de STZ no tiene
efectos importantes sobre el metabolismo lipidico, debido a la ligera hiperglicemia que se

genero.

Por otra parte, las ratas suplementadas con »-3 no mostraron degeneracion grasa, sin
embargo este suplemento no reestablecié el dafio leve observado en las ratas diabéticas.
Estos resultados coinciden con la cuantificacion de lipidos en higado, ya que no se

observaron diferencias en este parametro.

Los grupos que fueron alimentados con DHC si mostraron cambios importantes. Las
SHR con DHC presentaron una degeneracion grasa moderada, al igual que las SHR diabéticas
con DHC. Esta acumulacion lipidica fue producida por la alimentacién continua con la DHC,
conformada por manteca (con un elevado contenido de grasas saturadas) y fructosa, la cual
es altamente lipogénica. El grupo SHR-DHC/w-3 no presentd dafios aparentes, esto nos
demuestra que el suplemento de acidos grasos «-3 participa en la prevencion de la
acumulacion de lipidos en higado, quizd por su conocido efecto sobre el catabolismo de
lipidos mediante la activacion de PPAR-a. (Ferré, 2004). La cuantificacion de lipidos en higado

no arrojo diferencias significativas en este grupo (SHR-DHC/®»-3) con respecto al grupo sélo



con DHC. Esto, aunque contradictorio, parece indicarnos que los cambios histoldgicos
anteceden a los cambios bioquimicos, pues el dafio observado en las SHR con DHC no se ve
reflejado en las cuantificaciones de lipidos. Las SHR diabéticas con DHC/w-3 mostraron un
dafo similar al observado en las ratas alimentadas sélo con DHC, lo cual nos sugiere que
durante la diabetes, el suplemento de »-3 no tiene el mismo efecto sobre el catabolismo

lipidico.

9.6.2 Rifion

Esclerosis glomerular y glomerulitis

Se sabe que la hipertension mantenida a largo plazo, induce un numero de
alteraciones vasculares y renales en modelos animales de hipertensién arterial. EI glomérulo
es considerablemente mas sensible a dafios oxidativos que otros segmentos de la nefrona
(Klahr, 1997). Por ello se ha observado que las SHR muestran gradualmente un nidmero mas
bajo de glomérulos conforme progresa la enfermedad hipertensiva (Skov et al, 1994). En
este trabajo, las SHR de 8 meses de edad mostraron un dafo glomerular muy leve, sin
embargo observamos que la diabetes (STZ 50) en SHR indujo un dafio glomerular de grado

moderado a severo, quiza por los conocidos efectos de la glucotoxicidad en el rifidn.

Por otra parte, las SHR diabéticas suplementadas con »-3 solo presentaron un leve
dafo glomerular. Estos resultados concuerdan con los de Aguila et al (2005), quienes
reportaron que SHR alimentadas con un suplemento de aceite de pescado (conformado de
EPA y DHA) durante 13 semanas, aumentaron tres veces mas el nimero de glomérulos en
comparacion con las SHR no tratadas, ademas de presentar glomérulos con estructura
cortical normal, sin hipertrofia ni fibrosis intersticial. Esto nos indica que los acidos grasos -3
proveen una proteccion renal debido a su habilidad para suprimir la inflamacion y la
produccién de tromboxanos y/o leucotrienos proinflamatorios (Clark et a/., 1990).



10. CONCLUSIONES

¢ Para estudiar el efecto de la hiperglicemia a largo plazo, el modelo mas adecuado de
diabetes tipo 2 en SHR, fue generado con la inyeccién de 50 mg/kg de estreptozotocina en
neonatos de 48 hrs., ya que generd hiperglicemia ligera sin una mortalidad importante de

la poblacién.

e El modelo de diabetes inducida con 50 mg/kg de estreptozotocina no indujo cambios
importantes en el contenido promedio de colesterol y triglicéridos en suero, higado, rifion,

ni en la composicién de 4cidos grasos.

e Las SHR diabéticas mostraron una pérdida importante de proteina en suero, higado y

rifidn, dandonos indicio de la activacion de gluconeogénesis.

¢ El grupo de SHR diabéticas suplementadas con &cidos grasos -3, mantuvo la glicemia

normal durante todo el estudio.

e Las SHR que recibieron acidos grasos -3 mostraron una reduccion significativa de la

presion arterial sist6lica en comparacion con las SHR control.

¢ El suplemento de »-3 incrementd la proporcion de acidos grasos insaturados en higado

y rifidn de SHR y SHR diabéticas, es decir, aumentd un indice de fluidez membranal.

e Las SHR suplementadas con ®-3 presentaron un mayor porcentaje de AA en rifiion

respecto al grupo SHR control.

e El suplemento de ®»-3 disminuy0 los triglicéridos y colesterol en suero de SHR con dieta

hipercaldrica.

e La dieta hipercalérica control6 la glicemia en SHR diabéticas y no intervino en el

desarrollo de la hipertensién en las SHR.



e La dieta hipercaldrica incremento los triglicéridos en suero y disminuy6 la cantidad de

proteina en higado de las SHR.

e La dieta hipercal6rica indujo modificaciones importantes en la composicion de acidos

grasos de rifién en SHR, pero no en SHR diabéticas.

e Las SHR y SHR diabéticas con dieta hipercalérica mostraron una degeneracion grasa

moderada en higado.

e Los acidos grasos -3 impidieron la degeneracion grasa en higado de SHR con DHC.

e El andlisis histolégico demostré que la combinacion de hipertension y diabetes produjo

un dafo renal moderado en las SHR.

e En SHR diabéticas, el suplemento de ®-3 protegié la estructura renal del dafio

provocado por la diabetes y la hipertension.



ANEXO 1

COMPOSICION DE LA MANTECA (DHC) Y DE LA DIETA NORMAL

Tabla 10. Composicion porcentual de acidos grasos en la manteca de la dieta hipercalérica.

Acido graso MANTECA
Miristico 2.57%
Palmitico 23.30%
Palmitoléico 3.54%
Esteérico 10.76%
Oléico 42.86%
Linoléico 12.64%
y Linoléico N.D.
Linolénico 0.86%
Linoléico conjugado N.D.
Eicosendico 0.71%
Araquiddénico 0.16%
Eicosapentaendico 0.17%
Docosahexaendico 0.08%
Compuestos de 20:3 0.57%
AG no identificados 1.76%

N.D. = no detectado



Tabla 11. Composicion porcentual de acidos grasos de la dieta estandar.

Acido graso DIETA ESTANDAR
Miristico 0.25%
Palmitico 14.55%
Palmitoléico 0.21%
Esteérico 4.33%
Oléico 15.75%
Linoléico 30.03%
y Linoléico N.D.
Linolénico 3.11%
Linoléico conjugado 1.53%
Eicosendico 7.27%
Araquidonico 0.38%
Eicosapentaendico 0.22%
Docosahexaenoico 0.05%
Compuestos de 20:3 14.75%
AG no identificados 7.51%

N.D. = no detectado



ANEXO 2

TINCION DE HIGADO Y RINON CON EOSINA-HEMATOXILINA

1) Deshidratacion de tejidos

Etanol % | Tiempo (min)
40 30
50 30
60 30
70 60
80 60
90 60
96 60
100 60

2) Tincion de eosina-hematoxifina 1. Las laminillas se mantuvieron a 60°C por 30 minutos
antes de tefiir. Posteriormente se pasaron por diferentes solventes y colorantes siguiendo el

protocolo que se muestra a continuacion.

Reactivo T('rir:lp)o
Xilol | 5
Xilol 11 5
Alcohol-Xilol 3
OH 100% 3
OH 90% 2
OH 80% 2
OH 70% 1
Agua Corriente 3
Hematoxilina de Harris 6
Agua Corriente (Lavado)

Alcohol Acido 15 segundos
Agua Corriente 1
Eosina 4




Agua Corriente (Lavado)

OH 70%

OH 90%

OH 100%

OH 100%

Xilol |

Xilol 1




ANEXO 3

PRESION DIASTOLICA

En este anexo se presenta el seguimiento de la presion arterial diastélica de los 8
grupos experimentales de esta investigacién. La presién diastdlica se incluyd porque refleja la
resistencia del lecho vascular y algunos la han considerado con un indicador clinico
fundamental. En una investigacion realizada en el grupo de trabajo con ratas Wistar, el
promedio de presion diastélica fue de 115 + 12 mmHg (datos no mostrados) (Orozco-Tapia,
2008), por esta raz6n tomamos este valor como referencia de la presién diastélica en ratas.
Como veremos a continuacién, todos los grupos de SHR sobrepasaron los 115 mmHg de
presion diastdlica, sin embargo, hubo algunas diferencias entre los grupos, relacionadas con

el momento en que superaron el valor normal y los valores maximos registrados.

Efecto de la STZ (50 mg/kg de peso) sobre la presion diastolica de SHR

En la figura 45 podemos observar la presion diastdlica de los grupos SHR control y
SHR-STZ 50. Como vemos (Figura 45A), el grupo SHR control sobrepasé los 115 mmHg a las
11 semanas de edad y continué aumentando, alcanzando su valor méximo (157 mmHg) a las
29 semanas de edad, posteriormente la presion comenzé a declinar. El grupo STZ 50 (Figura
45B) sobrepaso el valor de referencia a la edad de 8 semanas y alcanz6 los 138 mmHg a la

semana 19, aunque después la presion disminuy6 ligeramente.
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Figura 45. Seguimiento de la presién arterial diast6lica. A) Presion diastdlica de SHR control. B) Presién
diastélica de SHR con 50 mg/kg de STZ.



Efecto de los acidos grasos ®-3 (EPA y DHA) sobre la presion diastolica de SHR y

SHR-ST7Z 50
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Figura 46. Seguimiento de la presion arterial diast6lica. A) Presion diastdlica de SHR control. B) Presién
diastélica de SHR con 50 mg/kg de STZ.

En la figura 46 vemos los promedios de presion diastélica de las SHR y STZ 50 con
suplemento de ®-3. El grupo SHR/®w-3 (Figura 46A) sobrepas6 los 115 mmHg a las 10

semanas de edad, igual que ocurrié con el grupo SHR control. El valor maximo registrado



para el grupo SHR/®-3 fue de 127 mmHg a la semana 12, posteriormente fue disminuyendo
y se mantuvo ligeramente mas baja que el grupo control. En la figura 46B, el grupo STZ
50/®-3 sobrepas6 los 115 mmHg a las 15 semanas de edad, esto es, 7 semanas después que
el grupo STZ 50 y 5 semanas después que el grupo SHR, el valor maximo del grupo STZ/®w-3

fue de 126 mmHg a las 24 semanas.

Efecto de la DHC y de los acidos grasos -3 (EPA y DHA) sobre la presion

diastolica

de SHR y SHR-STZ 50
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Figura 47. Registro de presion arterial diastélica de SHR y STZ 50 con DHC y suplemento de acidos
grasos ®-3. A) Presion diastdlica de SHR con DHC. B) Presion diastélica de SHR con DHC y »-3.
C) Presién diastélica de STZ 50 con DHC. D) Presién diastélica de STZ 50 con DHC y »-3.



En la figura 47, se observan los registros de presion diastolica de las ratas con DHC y
con DHC/w-3, podemos ver (Figura 47A) que el grupo SHR-DHC sobrepasé los 115 mmHg a
las 20 semanas de edad, alcanzando un valor maximo de 149 mmHg a la edad de 26
semanas. El grupo SHR-DHC/w-3 (Figura 47B) sobrepasé el nivel normal de presion diastolica
a las 11 semanas de edad y su nivel maximo alcanzado (142 mmHg) fue a las 34 semanas.
En el caso de las ratas diabéticas, el grupo STZ 50-DHC sobrepasé la presion diastdlica de
referencia a las 12 semanas de edad y alcanz6 los 135 mmHg a las 24 semanas (Figura 47C).
El grupo STZ 50-DHC/®w-3 (Figura 47D) super6 los 115 mmHg a la semana 11 y llegé a los

126 mmHg a las 31 semanas de edad.



ANEXO 4

LIPIDOS Y ACIDOS GRASOS DEL GRUPO STZ 100 mg/kg

Se siguio el desarrollo del grupo STZ 100 hasta la edad de 8 meses, aunque debido a
la alta mortalidad (90%), la poblacion quedd reducida a 3 individuos. Se obtuvieron las
cuantificaciones de lipidos, proteina y se analiz6 la composiciéon de acidos grasos en higado y
rifdn. Los resultados mostrados a continuacion muestran el efecto de la inyeccion de 100

mg/kg de peso de estreptozotocina en SHR.

Efecto de la STZ (100 mg/Kg de peso) en SHR sobre las cuantificaciones de lipidos

y proteina

Proteina y Lipidos en Suero
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Figura 48. Proteina en suero de SHR control, STZ 50 y STZ 100. (P < 0.05)

En la figura 48 podemos observar la cuantificacion de proteina en suero de las SHR
control y de los grupos con 50 mg/kg y 100 mg/kg de STZ. El grupo STZ 100 presentd una
pérdida de proteina en suero de 32.4% (65.4 mg/ml) con respecto al grupo SHR (96.8
mg/ml), asi mismo, el grupo STZ 100 tuvo 21% mas proteina que el grupo STZ 50 (54
mg/ml).
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Figura 49. Cuantificacion de triglicéridos y colesterol en suero a la edad de 8 meses de los grupos SHR,
STZ 50 y STZ 100. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol.
C) Cociente triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina. (P < 0.05)

En lo que respecta a lipidos, en la figura 49A se presentan las cuantificaciones de
triglicéridos en suero. El grupo STZ 100 tiene un valor promedio de TG 16.7% mas alto que
el grupo SHR. Los resultados de colesterol (Figura 49B) muestran que la concentracion de
100 mg/kg de STZ no modifica el colesterol en suero, pues el grupo STZ 100 (62 mg/ml) y el
grupo SHR control (67 mg/ml) no son diferentes, sin embargo, el grupo STZ 100 tiene una
cantidad de colesterol 27% mas elevada que el grupo STZ 50 (48.8 mg/ml). Los cocientes
TG/proteina se muestran en la figura 49C. Los grupos STZ 50 y STZ 100 no son diferentes
entre si, ambos grupos presentan un aumento en los TG. Las ratas STZ 50 tienen 63% mas
TG, mientras que el grupo STZ 100 tiene 71.6% méas TG, ambos con respecto al grupo SHR.

Los cocientes colesterol/proteina indican que los grupos STZ 50 y STZ 100 no muestran



diferencias significativas, sin embargo, ambos tienen mas colesterol que el grupo SHR control

en 30.4% y 37.7% respectivamente (Figura 49D).
Los resultados de lipidos en suero nos indican que la dosis de 100 mg/kg de STZ no
genera mas cambios que la dosis de 50 mg/kg de STZ, puesto que ambos grupos se

comportaron de forma similar.
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Figura 50. Proteina en higado de SHR control, STZ 50 y STZ 100.

La cantidad de proteina en higado si fue modificada en los grupos inyectados con
STZ. Podemos observar (Figura 50) que el grupo STZ 50 tiene 31% menos proteina que las
ratas control, mientras que el grupo STZ 100 presenté una disminucién de 61.4% en la
proteina con respecto al grupo control y también es 44% mas baja que el grupo STZ 50. Esto
nos demuestra que la pérdida de proteina se ve mas estimulada conforme aumenta la

concentracion de STZ inyectada.
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Figura 51. Cuantificacion de triglicéridos y colesterol en higado a la edad de 8 meses de los grupos
SHR, STZ 50 y STZ 100. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol.
C) Cociente triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina.

En la figura 51 vemos las cuantificaciones de lipidos en higado. Los resultados de
triglicéridos (Figura 51A) muestran un fenédmeno similar al ocurrido con la proteina, el grupo
STZ 50 registra un incremento de casi 25%, mientras que el grupo STZ 100 registr6 un
aumento del 51%, ambos con respecto a las SHR control. Con relacion al colesterol en
higado, las ratas STZ 50 no presentaron diferencias respecto a las ratas control, sin embargo,
el grupo STZ 100 tuvo 58.2% mas colesterol que las SHR (Figura 51B). Los cocientes
TG/proteina (Figura 51C) revelan que las ratas STZ 50 (238.4 ug/mg proteina) tuvieron
80.9% mas TG y las ratas STZ 100 (514.3 ug/mg proteina) presentaron un aumento de
290.2% respecto a las SHR control (131.8 ug/mg proteina). Por otra parte, los cocientes

colesterol/proteina indican que la concentracién de 50 mg/kg de STZ no genera cambios, no



obstante, la concentracion de 100 mg/kg de STZ induce un aumento de 308.3% en el
colesterol de higado con respecto al grupo control, esto equivale a un incremento de 31.25 a

127.6 ug/mg proteina en STZ 100 (Figura 51D).

Estos resultados nos muestran que los triglicéridos de higado se incrementan
conforme aumenta la concentracion de STZ inyectada, mientras que el colesterol solo
aumenta en el grupo con 100 mg/kg de STZ, puesto que la concentracion de 50 mg/kg de

STZ no indujo cambios en este parametro.
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Figura 52. Proteina en rifién de SHR control, STZ 50 y STZ 100.

La proteina en rifibn se observa en la figura 52, donde podemos apreciar que los
grupos SHR y STZ 100 no son significativamente diferentes, pero el grupo STZ 50 tuvo 50%
menos proteina que el grupo control. Esto nos indica que la concentracion de 50 mg/kg de

STZ si generd cambios en la proteina de rifién, no asi la concentracion de 100 mg/kg de STZ.
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Figura 53. Cuantificacion de triglicéridos y colesterol en rifién a la edad de 8 meses de los grupos SHR,
STZ 50 y STZ 100. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol.
C) Cociente triglicéridos/proteina. D) Cociente colesterol/proteina.

En la figura 53 se aprecian las cuantificaciones de lipidos. En lo que respecta a los TG
en rifion (Figura 53A), observamos un fendmeno similar al encontrado en higado, el grupo
STZ 50 (13.2 mg/g tejido) tuvo un incremento de 76% Yy el grupo STZ 100 (20 mg/g tejido)
aument6 166%, ambos respecto al grupo control (7.5 mg/g tejido). Al parecer, los TG en
rifién también aumentan conforme a la concentracion de STZ. El colesterol se incrementa en
los grupos que fueron inyectados con STZ, pero no presentan diferencias entre si. El
colesterol del grupo STZ 100 se incrementé en 98.6% con relacién al grupo SHR control
(Figura 53B). Los cocientes TG/proteina de los grupos STZ 50 y STZ 100 se muestran mas

elevados que el del grupo SHR control, puesto que los TG se incrementaron de 79.1 ng/mg



proteina en SHR a 280.8 ug/mg proteina en STZ 50 y a 238.5 ug/mg proteina en STZ 100,
estos dos ultimos grupos no fueron estadisticamente diferentes al control (Figura 53C). En lo
que respecta al cociente colesterol/proteina, vemos que en el grupo STZ 50 aumentd 292.6%
la cantidad de colesterol con relacion al grupo SHR, mientras que en el grupo STZ 100 el
incremento fue de 124% con respecto al control, esto nos indica que cuando normalizamos
los resultados con la cantidad de proteina, el grupo STZ 100 presenta una menor proporcion

de colesterol en rifién que el grupo con 50 mg/kg de STZ (Figura 53D).

Efecto de la STZ (100 mg/Kg de peso) en SHR sobre la composicion de acidos

grasos

Tabla 12. Composicion porcentual de los acidos grasos de higado a los 8 meses de edad de SHR, STZ

50 mg/kg y STZ 100 mg/kg.

Acido graso

SHR

STZ 50

STZ 100

Miristico

0.58% =+ 0.04

0.45% + 0.13

0.76% + 0.05

Palmitico

27.57% = 1.94

27.81% =+ 3.59

24.36% + 0.14

Palmitoléico

1.30% =+ 0.05

0.93% =+ 0.30

2.13% + 0.95

Estearico

18.18% + 1.41

18.76% + 3.34

14.22% + 1.44

Oléico

15.69% + 1.12

12.96% + 2.50

14.16% + 0.93

Linoléico

20.88% =+ 0.19

17.28% + 4.55

16.99% + 0.16

y Linoléico

0.31% + 0.02

0.23% + 0.05

0.27% + 0

Linolénico

0.44% + 0

0.32%0 + 0.09

0.39% + 0.04

Linoléico conjugado

0.29% =+ 0.08

0.67% + 0.37

N.D.

Eicosaendico

0.40% += 0

0.57% + 0.40

0.71% + 0.04

Araquidonico

10.67% =+ 3.73

11.21% + 3.84

13.30% =+ 0.66

Eicosapentaendco

0.20% =+ 0.01

0.80%0 + 0.46

1.31% + 0.29

Docosahexaendico

1.34% =+ 0.50

3.16% + 1.51

7.78% + 0.59

Compuestos de 20:3

0.76% = 0.11

2.97% = 1.61

1.92% + 0.21

AG no identificados

1.43% =+ 0.04

1.98% =+ 0.43

1.74% =+ 0.10

1/7S

1.13 +0.16

0.73 = 0.29

1.50 = 0.08

En la tabla 12 se muestra la composicion de &cidos grasos de higado de los grupos
SHR, STZ 50 y STZ 100. Las diferencias con respecto al grupo SHR se marcan en negritas.

Como podemos observar, el grupo STZ 100 muestra grandes diferencias respecto al grupo



control, lo cual concuerda con nuestra hipétesis, ya que al generarse una hiperglicemia
severa en este grupo, se ve afectada la composicién de casi todos los &acidos grasos, a
diferencia del grupo STZ 50 en que los cambios inducidos son minimos. Entre los cambios
mas notorios del grupo STZ 100, podemos mencionar una disminucion en el acido palmitico
de 27.57% a 24.36%, en el estearico que bajé de 18.18% a 14.22% y en el linoléico que
cambi6é de 20.88% a 16.99%, todos con respecto al grupo control (SHR). Ademas
aumentaron algunos AGPI's como el EPA de 0.20% a 1.31%, el DHA de 1.34% a 7.78% y los
compuestos de 20:3 de 0.76% a 1.92%, también con relacion al grupo SHR. Estas
diferencias también se ven reflejadas en el cociente | / S que se muestra distinto al del grupo

control.

Tabla 13. Composicion porcentual de los acidos grasos de rifion a los 8 meses de edad de SHR, STZ 50

mg/kg y STZ 100 mg/kg.

Acido graso

SHR

STZ 50

STZ 100

Miristico

0.82% =+ 0.04

0.62% + 0.13

0.40%0 + 0.06

Palmitico

28.19% =+ 0.38

29.24% + 5.60

22.02% = 0.93

Palmitoléico

1.36% =+ 0.02

1.16% =+ 0.22

1.06% =+ 0.26

Estearico

25.54% =+ 0.05

23.65% = 5.11

18.01%0 =+ 1.50

Oléico

19.54% + 0.14

16.57% + 4.39

10.929%0 + 3.04

Linoléico

12.54% + 0.13

14.13% =+ 3.40

17.33% =+ 1.39

y Linoléico

0.13% = 0

0.16% + 0.06

0.14% += 0

Linolénico

0.36% + 0.04

0.25% + 0.15

0.18% =+ 0.11

Linoléico conjugado

0.04% += 0

0.44% + 0.17

N.D.

Eicosaenoico

0.69% =+ 0.09

0.42% =+ 0.20

0.31%0 + 0.10

Araquidonico

6.28% =+ 0.16

9.81% =+ 3.56

22.37% + 2.52

Eicosapentaenoico

0.33% =+ 0.22

0.41% = 0.19

0.90%0 + 0.01

Docosahexaendico

0.88% =+ 0.29

0.93% =+ 0.35

2.24% + 0.08

Compuestos de 20:3

0.91% =+ 0.10

1.00% =+ 0.72

1.27% + 0.01

AG no identificados

2.42% + 0.26

2.39% + 0.98

2.88% =+ 0.08

1/S

0.79 £ 0.01

0.87 + 0.37

1.41 +0.14

En la tabla 13 vemos la composicion de los AG de rifién, en el grupo STZ 100 se
aprecia el mismo fendmeno observado en higado, la mayoria de los acidos grasos fueron

modificados en este grupo, lo cual no ocurrié en el grupo STZ 50. Los cambios mas notables



son un decremento en el &cido palmitico de 28.19% a 22.02%, en el estearico que bajé de
25.54% a 18.01%, el oléico que disminuy6 de 19.54% a 10.92%, con respecto al grupo SHR
control. También se encontraron algunos incrementos como en el &cido linoléico de 12.54% a
17.33% y en el araquidénico de 6.28% a 22.37%, respecto a las ratas control. El cociente | /

S del grupo STZ 100 también fue diferente al cociente del grupo control.

Es evidente que una mayor concentracion de STZ, al generar una hiperglicemia

severa, induce modificaciones en la composicion de acidos grasos de higado y rifidn.



ANEXO 5

PANCREATECTOMIA PARCIAL (PTT) CON Y SIN SUPLEMENTO DE ACIDOS GRASOS
OMEGA-3 (PTT/®-3).

El grupo con pancreatectomia también se siguié hasta los 8 meses de edad para ver
si a pesar de no haber desarrollado hiperglicemia, se presentaban modificaciones en lipidos y
acidos grasos. Adicionalmente, las ratas pancreatectomizadas fueron divididas en dos grupos,
de los cuales, a uno de ellos se le administré el suplemento de acidos grasos ®-3. En este
anexo se muestran las cuantificaciones de lipidos, proteina y composicion de acidos grasos
de los grupos PTT y PTT/®»-3.

Cuantificaciones de lipidos y proteina en SHR con PTT y PTT/®-3

Proteina y Lipidos en Suero
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Figura 54. Proteina en suero a los 8 meses de edad de los grupos SHR, PTT y PTT/®-3. (P < 0.05)

La cuantificacion de proteina en suero del grupo control y de los grupos con PTT y
PTT/w-3 se muestra en la figura 54. Podemos observar que en el grupo PTT hubo una
disminucién de 17% en la proteina con respecto al grupo control, aunque ambos grupos no
presentan diferencias. Por otra parte, el grupo PTT/®»-3 mostrd una reduccién de la proteina

en suero de 56.5% con relacion al grupo SHR.
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Figura 55. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en suero a los 8 meses de edad de SHR-PTT y
PTT/w-3. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. C) Cocientes
triglicéridos/proteina. D) Cocientes colesterol/proteina. (P < 0.05)

Las cuantificaciones de lipidos en suero se presentan en la figura 60. Como podemos
observar (Figura 55A), el grupo SHR vy los grupos PTT y PTT/®w-3 no muestran diferencias
significativas entre si, sin embargo, el grupo PTT presentan una cantidad de TG 26% mas
alta que el grupo control y las ratas con PTT/w-3 tienen una cantidad de TG menor que el
grupo SHR. Al parecer en las ratas con PTT tienden a aumentar los TG y en las ratas con
PTT/w-3, la cantidad de TG regresa a valores similares al de las SHR control. La
cuantificacion de colesterol en suero (Figura 55B) nos indica que la PTT no tienen efectos
sobre este pardmetro, pues el grupo PTT se comportd igual que el grupo SHR control, en
tanto que las ratas PTT/®w-3 muestran una disminucion de 39.4% en los TG (40.6 mg/dl) en

comparacion con las SHR control (67 mg/dl). Los cocientes triglicéridos/proteina (Figura 55C)



nos indican un aumento de 33% en los TG de las ratas con PTT respecto al grupo SHR,
aunque estos grupos no muestran diferencias. Al parecer en el grupo PTT/®w-3 los TG
también aumentan, sin embargo, el aumento en los TG de este grupo estd mas relacionado
con la disminucion en la proteina que con el aumento real de los TG, es por eso que la
proporcion TG/proteina se ve mas elevada. Los cocientes colesterol/proteina no muestran

diferencias entre los 3 grupos comparados (Figura 55D).
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Figura 56. Proteina en higado a los 8 meses de edad de los grupos SHR, PTT y PTT/®-3.

La cantidad de proteina en higado de los grupos SHR, PTT y PTT/®-3 se presenta en
la figura 56, donde se observa que las ratas con PTT muestran una ligera reduccién del

31.5% de proteina con respecto al grupo control y el grupo PTT/®-3.
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Figura 57. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en higado a los 8 meses de edad de SHR, PTT y
PTT/w-3. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. C) Cocientes
triglicéridos/proteina. D) Cocientes colesterol/proteina.

La cuantificacion de triglicéridos y colesterol en higado se presenta en la figura 62.
Con relacién a triglicéridos (Figura 57A), los grupos SHR, PTT y PTT/®»-3 no tuvieron
diferencias. En el caso del colesterol (Figura 57B), el grupo PTT fue 51% més elevado
comparado con el grupo SHR, mientras que el grupo PTT/®»-3 tuvo una reduccion de 45% en
el colesterol con respecto al grupo PTT, comportandose de la misma forma que el grupo
control. Los cocientes TG/proteina indican que tanto el grupo PTT como el PTT/w-3 tienden a
elevar la cantidad de TG en 64.5% y 51.4% respectivamente (Figura 57C). Los cocientes

colesterol/proteina en higado se observan en la figura 57D, se aprecia que la PTT eleva la



cantidad de colesterol en 120.8% con respecto al grupo SHR control, mientras que en el

grupo PTT/®-3 no tuvo diferencias con el grupo SHR.
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Figura 58. Proteina en rifién a los 8 meses de edad de los grupos SHR, PTT y PTT/w-3.

Los resultados de proteina en rifidén se presentan en la figura 58, podemos apreciar
gue la PTT no modifico la cantidad de proteina en las SHR, sin embargo en el grupo PTT/®-3
(40.2 mg/g tejido) se registré una pérdida de 58% de proteina con respecto al grupo SHR
(94.8 mg/g tejido). En lo que concierne a lipidos, las cuantificaciones de TG se presentan en
la figura 59A y observamos que el grupo PTT tuvo un incremento de 96% comparado con el
grupo control, en tanto que las ratas PTT/w-3 (12.4 mg/g tejido) también mostraron una
mayor cantidad de TG que el grupo SHR (7.5 mg/g tejido), sin embargo, esta cantidad fue
menor que la del grupo con PTT (14.7 mg/g tejido). La cuantificacién de colesterol en rifién
se aprecia en la figura 59B, los grupos PTT y PTT/®»-3 tuvieron incrementos en la cantidad de
colesterol en 54% y 51%, respectivamente, con relacién al grupo SHR control. Esto nos
indica que la PTT induce aumento en el colesterol y los »-3 no tienen efecto sobre colesterol

en estas ratas con PTT.
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Figura 59. Cuantificaciones de triglicéridos y colesterol en rifion a los 8 meses de edad de SHR, PTT y
PTT/w-3. A) Cuantificacion de triglicéridos. B) Cuantificacion de colesterol. C) Cocientes
triglicéridos/proteina. D) Cocientes colesterol/proteina.

Los cocientes TG/proteina se aprecian en la figura 59C, las ratas con PTT tienen
83.8% mas TG que las SHR, mientras que el grupo PTT/®w-3 muestra un cociente 290% mas
alto que las SHR, sin embargo recordemos que la proteina en el grupo PTT/w-3 estaba muy
reducida, lo cual incrementa la proporcion lipidos/proteina. En la figura 59D vemos los
cocientes colesterol/proteina, las ratas con PTT tienen 45% mas colesterol que las SHR
control, mientras que las ratas con PTT/w-3 tienen un cociente colesterol/proteina 255% mas
alto que el grupo SHR, sin embargo, como ocurrié con el cociente TG/proteina, el incremento

esta relacionado con la pérdida de proteina principalmente.



Composicion de dacidos grasos de SHR con PTT y PTT/®w-3

y PTT/0-3.

Tabla 14. Composicidn porcentual de los acidos grasos de higado a los 8 meses de edad de SHR, PTT

Acido graso

SHR

PTT

PTT/-3

Miristico

0.58% =+ 0.04

0.36%0 + 0.15

0.23% + 0.04

Palmitico

27.57% = 1.94

22.81% = 1.33

21.41% = 0.94

Palmitoléico

1.30% =+ 0.05

1.43% = 0.15

0.92% + 0.20

Estearico

18.18% + 1.41

13.96% =+ 0.61

16.30% + 1.78

Oléico

15.69% + 1.12

13.53% + 1.32

13.86% + 1.14

Linoléico

20.88% =+ 0.19

20.07% =+ 1.09

18.98% + 2.04

y Linoléico

0.31% =+ 0.02

0.31% =+ 0.07

0.27% + 0.05

Linolénico

0.44% + 0

0.45% =+ 0.05

0.31% + 0.11

Linoléico conjugado

0.29% + 0.08

N.D.

N.D.

Eicosaendico

0.40% + 0

0.39% =+ 0.15

0.62% + 0.30

Araquiddnico

10.67% + 3.73

14.89% + 1.18

15.65% + 1.41

Eicosapentaenoico

0.20% + 0.01

1.06% =+ 0.09

1.03%0 =+ 0.40

Docosahexaendico

1.34% =+ 0.50

7.45% + 0.32

7.04% + 0.69

Compuestos de 20:3

0.76% + 0.11

1.47% = 0.16

1.51% + 0.25

AG no identificados

1.43% =+ 0.04

1.71% =+ 0.26

1.88% =+ 0.12

1/S

1.13 +0.16

1.65 +0.15

1.59 = 0.07

Nota: Las diferencias con el grupo SHR se encuentran en negritas y las diferencias respecto al grupo PTT estan
subrayadas.

La composicion de acidos grasos de higado se puede ver en la tabla 14. El grupo PTT
a pesar de no haber desarrollado hiperglicemia, si mostr6 cambios en su composicion de
acidos grasos. Entre los cambios ocurridos esta la disminucion de los acidos grasos saturados
miristico de 0.58% a 0.36%, palmitico de 27.57% a 22.81% y estearico de 18.18% a
13.96%, con respecto al grupo SHR. En PTT también se incrementaron algunos AGPI's como
EPA, DHA y los compuestos de 20:3, lo cual se vio reflejado en el cociente | / S que fue
diferente al de las ratas control. ElI grupo PTT/®w-3 se comportd de manera muy similar al
grupo con PTT, los Unicos cambios registrados respecto a este, fueron la disminucién en el

acido palmitoléico de 1.43% a 0.92% y el incremento en el estearico de 13.96% a 16.3%. El



cociente | / S de las ratas PTT/®-3 se mostré diferente al del grupo control, mas no al del

grupo PTT.

Tabla 15. Composicion porcentual de los acidos grasos de rifién a los 8 meses de edad de SHR, PTT y

PTT/®-3.

Acido graso

SHR

PTT

PTT/-3

Miristico

0.82% =+ 0.04

0.65% =+ 0.44

0.68% + 0.35

Palmitico

28.19% =+ 0.38

23.73% =+ 3.09

20.30% =+ 1.83

Palmitoléico

1.36% =+ 0.02

1.32% =+ 0.63

1.29% =+ 0.64

Estearico 25.54% + 0.05 | 17.76% +2.72 | 15.63% + 2.08
Oléico 19.54% + 0.14 | 11.04% +2.10 | 16.95% =+ 3.05
Linoléico 12.54% + 0.13 | 14.57% +4.28 | 17.68% =+ 1.98
y Linoléico 0.13% + 0 0.18% =+ 0.03 0.13% + 0.01
Linolénico 0.36% -+ 0.04 0.21% + 0.14 0.38% + 0.16

Linoléico conjugado

0.04% += 0

0.44% + 0.35

N.D.

Eicosaendico

0.69% =+ 0.09

0.94% + 0.33

0.90% + 0.21

Araquidonico

6.28% + 0.16

6.61% + 2.11

18.21% + 4.40

Eicosapentaenoico

0.33% =+ 0.22

0.57% =+ 0.26

0.63% + 0.13

Docosahexaendico

0.88% =+ 0.29

1.34% + 0.99

2.07% = 0.30

Compuestos de 20:3

0.91% =+ 0.10

1.69%0 + 0.45

1.40% =+ 0.27

AG no identificados

2.42% + 0.26

1.92% + 0.18

1.69% =+ 0.34

1/S

0.79 £ 0.01

1.06 + 0.46

1.69 = 0.17

Nota: Las diferencias con el grupo SHR se encuentran en negritas y las diferencias respecto al grupo PTT estan
subrayadas.

En lo que respecta a la composicion de AG de riién (Tabla 15), la PTT caus6 menos
modificaciones que en higado, en el grupo PTT se redujeron los porcentajes de &cido
palmitico de 28.19% a 23.73%, de estearico de 25.54% a 17.76% y de oléico de 19.54% a
11.049%, todos ellos respecto al grupo SHR; por otra parte, increment6 el linoléico conjugado
y los compuestos de 20:3, el cociente | / S también es diferente al del grupo SHR. El grupo
PTT/w-3 tuvo algunas diferencias importantes respecto al grupo control como el decremento
en los acidos palmitico y estearico, y el aumento en el linoléico y DHA; asi mismo, tuvo pocas
diferencias respecto al grupo PTT, pero la mas importante radica en el acido araquidénico

que aumentd de manera importante.



Con estos resultados podemos decir que la PTT si modifica la composicion de &cidos
grasos en higado y en rifién, a pesar de no haber generado hiperglicemia. El suplemento de

-3 proporcionado a las ratas con PTT no induce cambios significativos en estas ratas.
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