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1. RESUMEN

La diabetes y la hipertensién son enfermedades estrechamente relacionadas con la
obesidad y el metabolismo de los lipidos. Ambas patologias, son dos de las principales causas de
morbilidad y mortalidad que cobra cada vez mayor relevancia en el mundo, lo que ha generado
interés por descifrar sus bases fisiopatoldgicas. Se conoce que hay una interaccion significativa
entre las alteraciones de las membranas y el desarrollo de estas patologias. A Ultimas fechas se ha
recomendado la ingesta de acidos grasos poliinsaturados (AGPIs) w-3 para contrarrestar los
efectos de la diabetes y la hipertension. Sin embargo, no hay evidencias suficientes de un efecto
benéfico del &cido o linolénico (ALA) sobre el desarrollo de la diabetes, la hipertension y la

composicion de acidos grasos de membrana.

Se evalud el efecto del aceite de linaza (rico en acido o linolénico) sobre la fluidez
membranal de células de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y diabéticas a diferentes
edades (1,3 y 6 meses). La induccion de la diabetes mellitus tipo 2 se realizé en neonatos de 48
hrs de vida mediante una inyeccién intraperitoneal con una dosis Unica de estreptozotocina (STZ)
de 75 mg/kg de peso corporal en amortiguador de citratos pH 4.5. A las SHR control sélo se les
inyect6 amortiguador de citratos. Las ratas se destetaron a las 4 semanas de edad y cada grupo se
dividioé en dos, a uno de ellos se le dio aceite de linaza (AL) como suplemento, 5 dias por semana
(125 mg de aceite de linaza/kg de peso corporal), y al otro no. De esta manera quedaron cuatro
grupos: A) SHR control; B) SHR con suplemento de aceite de linaza; C) SHR con STZ; y D) SHR
con STZ y suplemento de aceite de linaza. Se hizo una determinacién semanal de la glucosa
sanguinea con tiras reactivas. Se midi6 la presién arterial por método pletismografico. Se cuantificd
el colesterol y los triglicéridos de suero por métodos enzimaticos. La fluidez membranal en
fantasmas de eritrocitos se midié con el monitor fluorescente dipirenil propano (DPiP). La
composicion de acidos grasos de los fantasmas de eritrocitos, higado y rifion se determiné por
cromatografia de gases. Se obtuvieron microsomas de higado y rifion, a estos se les midi6 la

fluidez membranal utilizando el DPIP y se determin6 su composicion de acidos grasos.

Se estableci6 un modelo de diabetes tipo 2 en SHR. Las SHR-STZ tuvieron
concentraciones de glucosa que oscilaron entre 130 y 300 mg/dl durante todo el estudio, teniendo
un patron muy similar al que se observa en humanos con diabetes tipo 2 no controlados. En las
SHR, incremento la concentracion sanguinea de colesterol y triglicéridos con la edad; sin embargo,
en las SHR-STZ el aumento fue mayor. En el caso de las SHR-STZ-AL se observo un control de la
glucosa sanguinea, manteniéndola en niveles basales hasta los 6 meses de edad. Ademas, el
aceite de linaza disminuyd la concentracion del colesterol y triglicéridos sanguineos

manteniéndolos en niveles basales hasta los 6 meses de vida.
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Durante el estudio, se observo que la presién sistolica de las SHR-STZ fue de 140 mmHg a
las 7 semanas de vida estableciéndose la hipertension. Es probable que la hiperglicemia dafara el
rifidn y de esta manera incrementara la presion sistolica acelerando el proceso de hipertension. En
las SHR-AL y SHR-STZ-AL se controlo la presion arterial, a las 14 semanas de edad las SHR-AL
presentaron un valor inferior a 140 mm Hg en su presioén sistdlica, es importante mencionar que
para esta cepa de animales se ha reportado que la hipertension se establece entre las 12-14
semanas de edad

La estructura, dindmica y propiedades de la membrana han sido estudiadas utilizando
diversas técnicas. En este estudio se utiliz6 el monitor de fluorescencia DPiP para determinar la
fluidez en membranas de eritrocitos y microsomas de higado y rifion. En las SHR y SHR-STZ la
fluidez de fantasmas de eritrocitos tiende a disminuir durante el desarrollo de la diabetes y/o la
hipertension. En el caso de los animales suplementados se observé un aumento en la fluidez de
las membranas a la edad de 6 meses, posiblemente como consecuencia del consumo del aceite
de linaza. Por otro lado, al determinar la composicién de &cidos grasos de los fantasmas de
eritrocitos observamos que, en las SHR y SHR-STZ, el contenido de acidos grasos poliinsaturados
disminuy6 notablemente a la edad de 6 meses y los acidos grasos saturados aumentaron. En ratas
con AL aument6 el contenido de AGPIs w-3. Ademas disminuyd el contenido de acidos grasos
saturados, en especifico el acido palmitico. Los resultados muestran que la fluidez membranal es

principalmente dependiente de la composicién de acidos grasos.

En microsomas de rifion se obsevé que la fluidez reportada por el DPIP refleja un patrén
similar al cociente de insaturacion de &cidos grasos, siendo sensible a los cambios en la
composicion de acidos grasos de estos microsomas. En el caso de SHR-AL, se observé que el
porcentaje de ALA y acido eicosapentaenoico (EPA) fue mas abundante a los 3 meses de vida,
ademas observamos un menor porcentaje de acido estearico (acido graso saturado). Es posible
gue un alto contenido de AGPIs w-3, asi como una disminucion de acidos grasos saturados hayan
favorecido el aumento en la fluidez membranal de estos animales. Por su parte las SHR-STZ-AL
tuvieron una alta proporcién de ALA y acido docosahexaenoico (DHA) a los 6 meses de vida. Es
importante sefialar que la fluidez membranal en los microsomas de higado y rifidn es distinta a lo

reportado en los fantasmas de eritrocitos.
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1. ABSTRACT

Diabetes and hypertension are diseases closely related to obesity and lipid metabolism.
Both pathologies are two of the main causes of morbidity and mortality becoming increasingly
important in the world, generating great interest for decoding their pathophysiological basis. It is
known that there is a significative interaction between alterations of the membranes and the
development of these pathologies. More recently it has been recommended intake of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) w-3 to counteract the effects of diabetes and hypertension.
However, there is insufficient evidence of a beneficial effect of a linolenic acid (ALA) on the

development of diabetes, hypertension and the membrane fatty acid composition.

It was evaluated the effect of linseed oil (rich in a linolenic acid) on cell membrane fluidity of
spontaneously hypertensive rats (SHR) and diabetic at different ages (1, 3, and 6 months-old).
Type 2 diabetes was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) in citrate buffer pH
4.5 (75 mg/kg of body weight) in 48 hours-old, newborn male rats. The control group was injected
only with citrate buffer. The rats were weaned at 4 weeks-old and each group was divided into two,
one of them was given flaxseed oil (AL) as a supplement, 5 days per week (125 mg flax oil’kg of
body weight each day ) and the other does not. Thus, there were four groups: A) SHR control; B)
SHR supplemented with linseed oil; C) STZ-SHR, and D) STZ-SHR and flaxseed oil supplement.
Blood glucose was determinated weekly with the glucose reactive strips. Systolic blood pressure
was measured in the conscious state by tail cuff plethysmography method. Cholesterol and serum
triglycerides were measured by enzymatic methods. Membrane fluidity of erythrocyte ghosts was
measured with the fluorescent monitor dipyrenylpropane (DPiP). Fatty acid composition of
erythrocyte ghosts, liver and kidney was determined by gas chromatography. Microsomes were
obtained from liver and kidney and determined the membrane fluidity (using DPiP) and fatty acid

composition (by gas chromatography).

It was established a type 2 diabetes model in SHR. During the first days STZ-SHR had
glucose concentrations ranged between 130 and 300 mg/dl, maintaining this way throughout the
study, showing a very similar pattern to that seen in humans with uncontrolled type 2 diabetes. In
SHR, blood levels of cholesterol and triglycerides increased with age, but in the STZ-SHR the
increase was greater. In the case of SHR-STZ-AL, they showed almost normal blood glucose
concentration, keeping basal levels until 6 months of age. In addition, flaxseed oil decreased the

concentration of blood cholesterol and triglycerides.
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During the study, it was observed that the SHR-STZ systolic blood pressure was 140 mmHg
at 7 weeks-old, establishing the hypertension earlier. It is likely that hyperglycemia damaged the
kidney and thus increased systolic blood pressure by speeding up the process of hypertension. In
SHR-AL and SHR-STZ-AL blood pressure was controlled, at 14 weeks-old the SHR-AL had
systolic pressure values below 140 mm Hg. It is important to mention that this strain of animals
develop hypertension around 12-14 weeks-old.

The structure, dynamics and membrane properties have been studied using various
techniques. In this study it was used the fluorescence monitor DPiP for determining membrane
fluidity of erythrocyte, as well as liver and kidney microsomes. In SHR and SHR-STZ membrane
fluidity of erythrocyte ghosts tend to decrease during the development of diabetes and/or
hypertension. In the case of the supplemented animals showed an increase in membrane fluidity at
the age of 6 months, likely due to the consumption of flaxseed oil. On the other hand, determining
the fatty acid composition of erythrocyte ghosts we observed that in the SHR and SHR-STZ, the
content of polyunsaturated fatty acids decreased markedly at the age of 6 months-old, whereas
saturated fatty acids increased. In rats with LA, the content of w-3 PUFAs increased. The content of
saturated fatty acids was reduced, specifically palmitic acid content. The results show that

membrane fluidity is mainly dependent on the fatty acids composition.

In kidney microsomes it was observed that the fluidity reported by the DPIP reflects a pattern
similar to the unsaturation fatty acids ratio, being sensitive to changes in fatty acid composition of
these microsomes. In the case of SHR-AL, it was found that the percentage of ALA and
eicosapentaenoic acid (EPA) was higher at 3 months-old, whereas stearic acid (saturated fatty
acid) was lower. It is possible that a higher content of w-3 PUFAs, as well as a decrease in
saturated fatty acids have led to an increase in membrane fluidity in these animals. By other side,
SHR-STZ-AL had a high proportion of ALA and docosahexaenoic acid (DHA) at 6 months-old. It is
important to note that membrane fluidity in liver and kidney microsomes is different from that

reported in erythrocyte ghosts.
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2. INTRODUCCION

La diabetes y la hipertensién son enfermedades estrechamente relacionadas con la
obesidad y el metabolismo de los lipidos. Ambas patologias, son de las principales causas de
morbilidad y mortalidad que cobra cada vez mayor relevancia en el mundo, lo que ha generado
interés por descifrar sus bases fisiopatologicas. En ese sentido, la comprension de la regulacion
metabdlica de los lipidos tiene gran importancia, especialmente la participacion de los &cidos
grasos en el desarrollo de dichas patologias (Mendivil y Sierra 2005). La Diabetes Mellitus (DM) es
un grupo heterogéneo de trastornos metabodlicos que se caracteriza por hiperglicemia cronica
acompafada de alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas (Kahn et al.,
2005).

La hipertension es una enfermedad frecuente en la diabetes, responsable del desarrollo de
enfermedad cardiovascular (ECV). Asimismo, los pacientes con hipertensién tienen mas
propensién a la diabetes que los pacientes normotensos. La hipertension aumenta
considerablemente el riesgo de enfermedad coronaria, retinopatia y nefropatia. Cuando la
hipertensién coexiste con la diabetes, el riesgo de ECV se duplica y la posibilidad de padecer
nefropatia aumenta considerablemente en comparacion con el riesgo de los pacientes hipertensos
sin diabetes (Kahn et al., 2005).

La diabetes tipo 2 y la hipertension suelen agruparse con otros componentes del sindrome
metabdlico como son; la obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemias e hiperuricemias. Se sabe
también, que en pacientes diabéticos, la hipertension suele ser una manifestacion de la nefropatia
diabética. Por otro lado, la resistencia a la insulina predispone al desarrollo de hiperglicemia, que a
su vez ocasiona hiperinsulinemia que puede o no ser suficiente para disminuir la hiperglicemia.
Esta concentracion excesiva de insulina contribuye a incrementar la produccién de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) en el higado y generar hipertrigliceridemia e incremento en la retencion
de sodio por los tdbulos renales y, de este modo contribuir al desarrollo de la hipertension

(Lawrence et al., 2003).

Es importante conocer las caracteristicas de las patologias mencionadas, asi como los
factores que contribuyen al desarrollo de las mismas y las complicaciones crénicas que estas
generan, por ello en la siguiente seccidon se abordaran algunos detalles e informacion bésica para

el manejo del presente trabajo.
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2.1 Diabetes Mellitus

Desde los puntos de vista clinico y genético, la DM constituye un grupo heterogéneo de
trastornos, caracterizados por una concentracion anormalmente alta de glucosa en la sangre. Las
causas de la hiperglicemia son deficiencia en la secrecion de insulina o resistencia de las células a
la accion de ésta. A menudo ocurren, ademas, alteraciones de carbohidratos, grasas y proteinas.
(Leroith, 2003). El trastorno de la regulacion metabdlica que acompafia a la DM provoca
alteraciones fisiopatol6gicas secundarias en muchos sistemas organicos (Powers, 2003). Existen
diferentes factores que pueden favorecer el desarrollo de la diabetes, entre ellos se encuentra el
factor genético y el factor ambiental.

La prevalencia mundial de la DM se ha incrementado en grado impresionante durante los
dos ultimos decenios (Risérus et al., 2009). Aunque la prevalencia tanto de la DM de tipo 1 como
de la DM de tipo 2 estd aumentando en todo el mundo, cabe esperar que la de tipo 2 aumente con
mas rapidez en el futuro a causa de la creciente obesidad y la reduccion de la actividad fisica. La
posibilidad de padecer DM incrementa con la edad. En el afio 2000 se estimaba que la prevalencia
de la diabetes era de 0.19% en personas menores de 20 afios y de 8.6% en mayores de 25 afios.
En los individuos de mas de 65 afos la prevalencia de la DM fue de 20.1%. La prevalencia es
semejante en varones y mujeres dentro de la mayor parte de los grupos de edad, pero es

ligeramente mas elevada en los varones mayores de 60 afios (Harrison, 2006).

2.2 Clasificacion de la diabetes mellitus

Uno de los principales elementos para guiar la investigacion tanto epidemiolégica como
clinica de la DM y el diagnéstico y terapéutica de esta enfermedad, es una clasificacién apropiada.
Ademas, un requisito para comprender las causas de la DM y estudiar su evolucion natural es la
capacidad de identificar y distinguir sus distintas variedades ubicdndolas dentro de un marco
etiopatologico racional. Pese a que se han postulado varios sistemas de clasificacion y criterios
para el diagndstico de la DM, hasta fines de 1970, no existia una clasificacion sistematica (Harris,
2003).

e En 1979 un grupo internacional, patrocinado por el National Diabetes Data Group
(NDDG) de los National Institutes of Health, cre6 una clasificacién de la DM y otras
categorias de intolerancia a la glucosa basada en la investigacion cientifica de este
sindrome heterogéneo. Esta clasificacion se basaba en los conocimientos actuales
de la DM, sin embargo, tanto el NDDG como la OMS previeron que conforme

avanzaran los conocimientos derivados de la investigacion, era probable que esta
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clasificacion fuera revisada. En 1996 y 1997 la American Diabetes Association cred
un comité de expertos que estudio los resultados de las investigacion durante los
tltimos 20 afios y propuso algunos cambios en la clasificacion de la NDDG-OMS
(Este sistema moderno se resefia en la Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de la Diabetes Mellitus segun la NDDG-OMS

Clasificacion de la diabetes mellitus

Diabetes Mellitus tipo 1. causada por la destruccion de las células B pancreéaticas, a menudo de tipo
inmunitario, que origina la pérdida de la secrecion de insulina y deficiencia insulinica absoluta. Ain no se
conocen los elementos causales del proceso autoinmunitario y la destruccién de las células B, también
comprende los casos en que no se conocen las causas de la destruccion de las células B; representa entre el 5
y 10% de los casos del sindrome diabético

Diabetes Mellitus tipo 2: Producida por una combinacién de factores genéticos y no genéticos cuyas
consecuencias son la resistencia insulinica y la deficiencia de insulina. No se conocen los genes especificos,
pero se les investiga de manera intensiva. Algunos de los factores no genéticos son la edad avanzada,
consumo excesivo de calorias, sobrepeso, adiposidad central, vida sedentaria y bajo peso al nacer.
Corresponde el 90%-95% de los casos de sindrome diabético.

Otros Tipos Especificos de Diabetes Mellitus: estas variedades comprenden un grupo casual heterogéneo
que abarca los casos de diabetes en que las causas se establecen o por lo menos se conocen parcialmente.
Estas causas comprenden defectos genéticos conocidos que alteran el funcionamiento de las células B
pancreaticas o la accién de la insulina, trastornos del pancreas exocrino, endocrinopatias, cambios pancreaticos
medicamentosos o quimicos, enfermedades y situaciones en que la frecuencia de la diabetes se eleva en grado
considerable pero aln no se ha establecido una causa precisa. Representa entre el 1% y 2% de los casos de
sindrome diabético.

Diabetes Mellitus gestacional: Ocasionada por resistencia a la insulina y deficiencia relativa de insulina
durante el embarazo. Ocurre entre el 3 a 5% de los embarazos.

2.3 Diabetes Mellitus Tipo 1

Anteriormente, a la diabetes mellitus tipo 1 se le denominaba diabetes mellitus
insulinodependiente y corresponde al 5-10% de los casos de DM. Es la variedad mas frecuente de
DM en nifios y adolescentes, antes conocida como diabetes juvenil (0 de inicio juvenil). En estas
personas la enfermedad se caracteriza por el comienzo repentino de sintomas (poliuria, polidipsia y
polifagia) la necesidad de administrar insulina exdgena para conservar la vida y la tendencia a la
cetosis incluso en estado basal, todo ello producido por una deficiencia absoluta de insulina
(Leroith, 2003).

La diabetes de tipo 1 es consecuencia de la destruccion de las células beta, con
desaparicion casi completa de la secrecién de insulina y deficiencia insulinica absoluta. Se
distinguen dos subclases, una variedad autoinmunitaria y otra idiopatica (Harris, 2003). La variedad

autoinmunitaria es una enfermedad crénica, con un periodo prodrémico subclinico que se
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caracteriza por destruccion autoinmunitaria de las células p productoras de insulina en los islotes
pancreaticos. La velocidad y la magnitud de la destruccion de las células  son variables y en las

primeras fases de la afeccidn, los sujetos no son insulinodependientes (Einsenbarth, 2005).

La diabetes también comprende los casos en que no se conocen las causas de la
destruccion de las células B, pero al parecer no es regida por mecanismos inmunitarios. Esta
categoria comprende un grupo muy reducido de pacientes con DM1; probablemente es hereditaria
pero no esta ligada a los genes de histocompatibilidad. Los pacientes experimentan diversos

grados de deficiencia insulinica (Reijonen y Conncanon 2005).

Durante esta enfermedad, la lipdlisis se encuentra favorecida por un menor transporte de
glucosa a las células y un aumento relativo de glucagon en sangre, produciendo en exceso la
salida de acidos grasos de los adipocitos, parte de ellos son utilizados por otros tejidos y/o
transformados a cuerpos cetdnicos en el higado, estos cuerpos ceténicos son una fuente de
energia. En la forma méas avanzada de la diabetes tipo 1, en donde hay una carencia casi total de
insulina por la destruccion de las células B, el catabolismo del glucégeno, proteinas y en especial
de lipidos, sobrepasa las necesidades nutricionales del organismo y ocasiona un exceso de
cuerpos cetonicos, provocando cetoacidosis, responsable del coma diabético. La cetoacidosis es
una caracteristica clinica diferencial entre la diabetes tipo 1 y 2; la diferencia radica en la cantidad
de insulina producida entre los dos subtipos del padecimiento, aparentemente la pequefa cantidad
de insulina producida en la diabetes de tipo 2 es capaz de bloguear la degradacién de acidos
grasos a partir de la lipdlisis evitando la sobreproduccién de cuerpos ceténicos (Chipkin et al.,
1994).

2.4 Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus de tipo 2 es la forma mas frecuente de diabetes, se caracteriza por
trastornos de la accién y la secrecién de la insulina. Este tipo de diabetes comprende alrededor del
90% de los pacientes diabéticos (Bennet, 2003). Es un trastorno heterogéneo de etiologia compleja
gue se desarrolla en respuesta a influencias genéticas o ambientales. Si bien se desconoce la
etiologia especifica de esta forma de diabetes, no hay destruccién autoinmunitaria de las células
B (Kahn et al., 2005).

Las complicaciones de la DM tipo 2 afectan, primordialmente, al aparato vascular y originan
cifras excesivas de arteriopatia coronaria, neuropatia e insuficiencia renal, retinopatia y ceguera,

enfermedad vascular periférica, neuropatias y amputaciones. Estas complicaciones originan gran
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parte de los casos de morbilidad y exceso de mortalidad vinculados con la diabetes mellitus. Existe
informacion considerable respecto a las caracteristicas epidemioldgicas de la diabetes mellitus tipo
2, en particular desde que se adoptaron criterios internacionales para su diagndstico (WHO, 2001).

La mayoria de los pacientes con diabetes tipo 2 son obesos cuando desarrollan la
enfermedad lo que agrava la resistencia a la insulina. De hecho se ha demostrado que existe alta
correlacion entre la obesidad de la parte superior del cuerpo (Obesidad central) y la prevalencia y
frecuencia de la DM tipo 2. El depdsito intraabdominal de grasa constituye el factor mas importante
en el riesgo de la diabetes de tipo 2. Otros son la edad, la alimentacién hipercaldrica, vida
sedentaria y bajo peso al nacer (Bergstrom et al., 1990).

Es frecuente que la diabetes tipo 2 pase desapercibida durante muchos afios porque la
hiperglicemia se desarrolla gradualmente y en los estadios iniciales no es lo suficientemente grave
como para producir los sintomas clasicos de la enfermedad. Esta forma de diabetes se asocia a un

fracaso progresivo de las células  conforme evoluciona la patologia (Turner et al., 1997).

La disminucion de la insulina y el exceso relativo de glucagon produce en higado un
aumento en la degradacion del glucégeno y un aumento de la glucogénesis, por lo que se produce
de esta manera un aumento adicional de glucosa sanguinea. El exceso de glucosa en sangre
sobrepasa la capacidad de reabsorcion en el rifiébn y como consecuencia, se elimina la glucosa en
orina (glucosuria) arrastrando consigo sales y agua, esta pérdida produce los sintomas de poliuria

y polidipsia caracteristicos de la enfermedad (Harris, 2003).

Los niveles elevados de acidos grasos libres, una caracteristica frecuente en la obesidad,
puede contribuir a la patogenia de la DM de tipo 2 de maneras diferentes. Los acidos grasos
pueden alterar la utilizacion de glucosa en el musculo esquelético, promover la produccion de

glucosa por el higado y alterar la funcién de las célula 8 pancreaticas (LeRoith, 2003).

2.5 Factores de riesgo cardiovascular en la diabetes

Dislipidemia. Los diabéticos pueden tener varias formas de dislipidemia. El patrén mas comuan de
consiste en hipertrigliceridemia y descenso en los valores de colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (HDL). La DM per se no aumenta las concentraciones de lipopoteinas de baja densidad
(LDL), pero las pequeniias particulas densas de LDL que se encuentran en la DM de tipo 2 son mas

aterdgenas porque experimentan glucosilacién y oxidacién con mas facilidad (Rader et al., 2003).
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Los pacientes con diabetes tipo 2 suelen ser dislipidémicos aun cuando tengan un control
satisfactorio de la glucosa. Las altas concentraciones de insulina y la resistencia a la accion de
esta hormona que acompafan a la DM tipo 2 ejercen multiples efectos en el metabolismo de las
grasas:

1) Disminucién de la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL), con menor catabolismo de

quilomicrones y de VLDL.

2) Aumento de la liberacion de &cidos grasos libres por el tejido adiposo.
3) Incremento en la degradacién de acidos grasos libres por el tejido adiposo.
4) Mayor produccion hepatica de VLDL.

Hipertensiéon. La hipertension puede acelerar otras complicaciones diabéticas, en especial la
enfermedad cardiovascular y la nefropatia. La prevalencia de hipertensién en pacientes con DM
tipo 2 quiza esté entre un 80 y 90%, esta cifra alta se explica parcialmente por la intervencion de
factores coexistentes como obesidad y vejez. A diferencia de lo que se pensaba, la hipertensién no
es una complicacién tardia de la nefropatia diabética, mas bien, puede haber incremento de la

presion arterial desde etapas tempranas de la disfuncion renal en la diabetes (Stern, 2003).

Se ha corroborado que la presion arterial disminuye con un control adecuado de la glucosa
en pacientes diabéticos, a pesar de incrementos en el volumen plasmatico. En contraste, durante
la interrupcion controlada del uso de insulina o farmacos secretdgogos de insulina, la presiéon
arterial aumento6 (Randeree et al., 1992).

2.6 Glucotoxicidad y lipotoxicidad

La glucotoxicidad y la lipotoxicidad son fenémenos metabdlicos estrechamente relacionados
con la patogénesis de la DM de tipo 2 (Durruty y Garcia de los Rios, 2001). Se sabe que la
hiperglicemia crénica también ejerce un efecto nocivo en la secrecion de insulina (Robertson et al.,
2003), y en las acciones de dicha hormona, lo que se ha denominado toxicosis por glucosa o
glucotoxicidad (Rosseti et al., 1990). Por otro lado, la lipotoxicidad es el efecto adverso de un
exceso de triacilglicerol (TG) sobre la funcion o la viabilidad de células que no son adipocitos (Lee
et al., 1994).

Las células B pancreaticas no solo funcionan como una bomba de insulina, sino que poseen
un sofisticado sistema sensor que adapta la cantidad de hormona secretada a la demanda

glucosidica. Aunque la glucosa es el nutriente esencial desencadenante de dicha respuesta, otros
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nutrientes como los acidos grasos y ciertos aminoacidos también son capaces de regular

respuestas secretoras dependientes de glucosa (Prentki et al., 1997).

La glucosa puede tener, en este sentido un doble papel ejerciendo un efecto benéfico o
deletéreo sobre las células B pancreaticas, todo depende del tiempo en el que las células B estan
expuestas a las altas concentraciones de glucosa. En otras palabras, si las células B estan
sometidas a hiperglicemia aguda (situacion fisioldgica) o crénica (situacion patolégica). Esta ultima
situacion es tipica de la diabetes tipo 2 y de patologias relacionadas con la obesidad (Roche et al.,
2003).

En los casos de hiperglicemia crénica la situaciéon se complica y la glucosa es capaz de
modificar, directa e indirectamente, diversos programas génicos que desembocan en la produccién
de profundos cambios fenotipicos. Se ha observado en diversos modelos experimentales en
animales y en células cultivadas, que la alta concentracién de glucosa modifica la expresion del

gen codificador del transportador de glucosa GLUT2 en las células 3 (Roche et al., 1997).

Otro de los mecanismos propuestos es una menor actividad de la fosfolipasa C, enzima
necesaria para la formacion de inositidos fosfatos, que participan en la secrecién de insulina al
aumentar la concentracién de calcio intracelular. Ademas, un mecanismo poco fundamentado es el
de una glicosilacion de insulina, que disminuiria la accion de la hormona (Rossetti, 1995). Estos
cambios van acompafiados de otros cambios metabdlicos y funcionales, como es una alteracién en
la curva de secrecion de insulina, deposicion de glucégeno, flujo glucolitico aumentado, al igual
gue una marcada produccion de triglicéridos y lipidos complejos. En conjunto, estas alteraciones
han dado sustento a la hip6tesis de la glucotoxicidad, postulando efectos nocivos a nivel de las
células B pancreaticas en altas concentraciones de glucosa (Roche et al., 2000). En resumen,
estudios in vivo en humanos y animales; en diversos sistemas de aislamiento celular, han aportado
sélidas pruebas experimentales de una forma secundaria de resistencia a la insulina después de

un incremento sostenido en la concentracion de glucosa extracelular (Rossetti et al., 2003).

Los lipidos son otro componente nutricional determinante en la regulacion de la funcion de
las células B pancreaticas. Al igual que la glucosa, presentan 2 papeles en funcion del tipo de
exposicion al que la célula se vea sometida. La exposicion aguda de las células B a altas
concentraciones de acidos grasos potencia el proceso de secrecion inducido por glucosa,
sugiriendo que estos nutrientes tendrian un efecto como factores de acoplamiento transduccional.
Este efecto podria ser via activacion de determinadas isoformas de la proteina Kinasa C (PKC)

(Alcazar et al., 1997), mediante la regulacion de canales de calcio necesarios para inducir el
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proceso secretor o por la acilaciéon de determinadas proteinas que participan en el proceso

exocitético (Yajima et al., 2000).

Hace mas de 4 décadas que Randle y colaboradores (1963) describieron que el aumento
de la oxidacion de los &cidos grasos libres en muasculo restringia tanto la captacion como el uso de
glucosa en este tejido (competencia de sustratos), secundaria a una inhibicion de enzimas clave
involucradas en la cascada de la via oxidativa y no oxidativa de la glucosa. Este ciclo ha sido

denominado “ciclo de la glucosa-acido graso” (Randle et al., 1963).

En la actualidad se acepta la hipétesis de Randle y colaboradores (1963), quienes
demostraron la relacién entre lipotoxicidad y resistencia a la insulina. El incremento de &cidos
grasos libres, aumenta su captacién y oxidacién, usandose estos como fuente de energia en los
distintos tejidos en competencia con la glucosa. Ademas, los acidos grasos libres reducen la
afinidad insulina-receptor, disminuyendo la accion de la insulina en los tejidos
insulinodependientes, favoreciendo asi la resistencia a la insulina. Se ha encontrado que en
musculo se inhibe la captacién y oxidacion de la glucosa con la consiguiente disminucion de la
sintesis de glucdgeno. En el higado se produce gluconeogénesis con mayor liberacién de glucosa.
Como consecuencia de todo esto habria hiperglicemia e intolerancia a la glucosa (Unger y Grundy,
1997).

En las primeras fases de la obesidad inducida por la alimentacién, son raras las
complicaciones, lo que sugiere que las células que no son adipocitos se protegen de la esteatosis.
Sin embargo, tras un periodo prolongado de obesidad durante el cual se elevan progresivamente
las concentraciones de acidos grasos libres (FFA) y de TG en el plasma, estos Ultimos comienzan
a acumularse en los tejidos a un ritmo que sobrepasa la capacidad del sistema de homeostasis de
FFA regulado por la leptina (Unger et al., 1999). En ese sentido existe la certeza de que la grasa
en los tejidos es un factor que contribuye a la resistencia a la insulina que a su vez antecede a la

diabetes (Koyama et al., 1997).

La exposicion cronica de células B pancreaticas a altas concentraciones extracelulares de
acidos grasos produce también profundos cambios fenotipicos. Asi, la célula pierde la sensibilidad
a la glucosa mostrando un patron de hiperinsulinemia a bajas concentraciones de glucosa y una
incapacidad de adaptar la respuesta secretora a incrementos en la glucemia (Segall et al., 1999).
La sintesis de insulina se ve severamente disminuida y se observa ademas una deposicion
exagerada de lipidos, cuya degradacion se ve retardada incluso tras varios dias en condiciones

normoglucémicas.
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2.7 Modelo experimental de DM2

La DM tipo 2 es una enfermedad heterogénea relacionada con susceptibilidad genética y
estilo de vida, lo que dificulta el establecimiento de modelos experimentales que pudieran ayudar al
entendimiento de la patogénesis y el desarrollo de nuevos tratamientos (Zhang et al., 2003). Los
modelos de roedores han sido de gran trascendencia para el entendimiento de dicha enfermedad,
son un recurso para ampliar los conocimientos de la diabetes asi como de la obesidad. Una de las
aplicaciones de los modelos animales radica en el estudio de los aspectos fisiolégicos del
metabolismo energético y la accidén de la insulina. Algunos aspectos de las enfermedades pueden
reproducirse en células en cultivo, pero el conocimiento completo se obtendra sélo en el animal

vivo. Los modelos animales permiten identificar vias reguladoras y metabdlicas (Reitman, 2003).

Los modelos de DM tipo 2 mas utilizados son la pancreatectomia parcial y la destruccion
guimica de las células beta del pancreas mediante el uso de farmacos como la estreptozotocina
(STZ). Ambos métodos originan hipoinsulinemia, hiperglicemia y resistencia consecutiva a la
insulina causada por un defecto en el transporte de la glucosa (Kahn et al., 2005). La STZ ingresa
a las células beta del pancreas a través del transportador GLUT 2. Una vez en el interior de las
células se metaboliza via xantina oxidasa y se libera éxido nitrico (NO), el cual es el principal
responsable del efecto citotoxico de la STZ. Ademas del NO, se forman especies reactivas de
oxigeno como peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo, todos ellos se encargan de inhibir el
ciclo de Krebs y limitar la formacion de adenosin trifosfato (ATP), ademas de contribuir a la
fragmentacion del DNA. Estos eventos dan como resultado la inhibicion en la sintesis de insulina y

su secrecion y posteriormente daran lugar a la muerte celular (Szkudelski, 2001).

Se han realizado varias investigaciones utilizando la STZ para generar un modelo de
diabetes tipo 2. Hemmings y Spafford (2000) trabajaron con ratas Fisher para obtener un modelo
de DM 2, utilizaron diferentes dosis de STZ a distintos tiempos y tuvieron resultados éptimos con
una dosis de 80 mg/Kg de peso corporal a las 36 h de vida. Con esta dosis fue como lograron
inducir un modelo de diabetes mellitus tipo 2. Straczkowski et al (2000) utilizaron una dosis de 45
mg/kg en neonatos de 48 hrs de vida. Por otro lado, Cuman et al (2001) reportaron la induccién de
diabetes en neonatos de ratas Wistar de 48 h de vida con una dosis de 160 mg/kg de peso. Por su
parte Murali y Ramesh (2001) usaron una dosis de 70 mg/Kg en neonatos Wistar de 5 dias de vida.
En el caso de las ratas espontdneamente hipertensas (SHR), se reporté que con dosis de STZ de
50 mg/kg en animales de 200-250 g se generd un modelo de DM 2 (Shin et al., 1995). En un
estudio que realizamos (Pérez et al., 2010) reportamos que con una dosis de STZ de 75 mg/Kg de
peso corporal en SHR neonatos de 48 hrs de vida se generaban niveles elevados de glucosa,

induciendo un modelo de DM tipo 2. En neonatos, dosis altas de STZ al parecer pueden generar
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un dafio casi total de células B pancreaticas, dependiendo de la dosis empleada; sin embargo, a
esta edad los neonatos tienen la capacidad de regenerar o diferenciar células del pancreas en
células B, de tal manera que hay recuperacion parcial de dicha poblacién celular, dando como

resultado una secrecion deficiente de insulina (Szkudelski, 2001).

2.8 Hipertension

La regulacioén de la presion sanguinea es una de las funciones fisioldgicas mas complejas;
depende de las acciones integradas del sistema cardiovascular, renal, neural y endécrino. La
hipertension es un trastorno del valor promedio al que esta regulada la presion sanguinea y, si bien
tiene importancia clinica debido a que cuando esta crénicamente elevada lesiona el corazon, los
vasos sanguineos, y los rifiones, por lo menos en las etapas iniciales la hipertensién no causa

alteraciones obvias de la funcion cardiovascular (Oparil y Weber 2000).

La hipertension arterial es probablemente, el problema de salud publica mas importante en
los paises desarrollados y sub-desarrollados. Es un enfermedad frecuente, asintomatica, facil de
detectar, casi siempre sencilla de tratar y que con frecuencia tiene complicaciones letales si no
recibe tratamiento (Naomi et al., 2006). Es un problema de salud publica en México. Tiene una
prevalencia ascendente y se distribuye ampliamente entre la poblacién (Velasquez et al., 2000). Se
le reconoce como una enfermedad con morbilidad y mortalidad propias y como elemento causal de
la ateroesclerosis. Su efecto nocivo se potencia cuando se asocia a factores que incrementan el
riesgo (Koch-Weser, 1973).

La hipertension, término que significa “presion arterial elevada”, se produce en
aproximadamente una de cada cinco personas antes del final de la vida, por lo general durante la
madurez o la senectud. La hipertension es un padecimiento multifactorial, caracterizado por un
aumento sostenido de la presion arterial, igual o mayor a 140/90 mmHg. La presion arterial
excesiva en la hipertensién puede romper vasos sanguineos en el cerebro con produccién de
accidentes vasculares cerebrales; en el rifién produce insuficiencia renal y en otros 6rganos vitales
produce ceguera, sordera, ataques cardiacos. Por estas razones, uno de los problemas mas
importantes de la fisiologia es conocer las causas de la hipertension (Moragrega, 2005).

La hipertension puede clasificarse principalmente desde dos puntos de vista: por su etiologia y

segun las cifras de presion arterial.
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2.9 Clasificacion etiolégica

Primaria: en la mayoria de los casos no existe causa identificable. Ademés de la herencia,
los mecanismos fisiopatolégicos mejor conocidos son las alteraciones en el sistema nervioso, en el
volumen sanguineo, en el gasto cardiaco, en el estado de las resistencias arteriolares periféricas;
en el sistema renina angiotensina aldosterona, en la sensibilidad a la sal y en la resistencia a la

insulina (Moragrega, 2005).

Otra explicacién que se ha propuesto para la hipertension sensible a la sal, es un defecto
generalizado de la membrana celular, la mayor parte de los datos de esta hipétesis deriva de
estudio sobre los elementos sanguineos circulantes, especialmente de los eritrocitos, en los cuales

se han descrito alteraciones del transporte de sodio a través de la membrana celular.

Secundaria: se le denomina asi a la hipertension generada como consecuencia de otra
patologia o producida por un funcionamiento anormal de diferentes mecanismos reguladores de la

presion, a continuacion se sefialan algunas alteraciones identificadas.

2.9.1 Hipertension renal

Muchas alteraciones que lesionan el rifidn pueden producir hipertension renal. Por ejemplo,
la constriccién de las arterias renales hace que se incremente la presion arterial, y cuanto mayor el
grado de constriccion, mayor el aumento de la presion. La elevan también las enfermedades
renales, como infecciones, esclerosis de las arteriolas, inflamacion renal, etc. Un mecanismo de la
hipertension renal es el desarrollo de un volumen sanguineo excesivo cuando la funcién renal se
vuelve anormal. Desde luego si la excrecion renal se reduce como enfermad del rifion o riego
sanguineo insuficiente del mismo, seria de esperarse que la retencion de sal y agua incrementara
tanto el volumen de liquido intersticial como el volumen sanguineo, este volumen mayor eleva la
presion arterial (Guyton, 1987).

2.9.2 Funcién del sistema renina angiotensina en la hipertensién renal

A veces el rifidn lesionado secreta grandes cantidades de renina, que a su vez produce
formacion de angiotensina, vasoconstriccion y aumento de la resistencia periférica total. Esta
sucesion de eventos ocurre especialmente en el trastorno llamado hipertension maligna. La
vasoconstriccion actia de manera manifiesta con el efecto excesivo del volumen sanguineo que se

produce en la enfermedad renal para causar hipertension muy grave (Guyton, 1987).

2.9.3 Resistencia a lainsulina y diabetes.

Se ha sugerido que la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia o0 ambas, son causantes del
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aumento de la presion arterial en algunos hipertensos. En la actualidad esta caracteristica se
reconoce como parte del sindrome metabdlico, que incluye ademas, obesidad, dislipidemias e
hipertension. La resistencia insulinica es frecuente en pacientes con DM tipo 2 y obesidad y estas
dos enfermedades son ahora m&s comunes en hipertensos que en normotensos (Naomi et al.,
2006).

2.10 Anomalias de los lipidos en la hipertensidon

Las personas con hipertension, en especial si también manifiestan obesidad y resistencia a
la insulina, tienen anomalias en el metabolismo de los lipidos, como son valores elevados de VLDL
(Afonso et al., 1997). Las cifras elevadas de VLDL se deben en parte a la liberaciéon portal
aumentada de acidos grasos libres al higado, estimulando con ello la sintesis hepética de esas
particulas de triglicéridos. Con resistencia a la insulina hay menor actividad de la LPL unida al
endotelio en el masculo esquelético y adipocitos, y esta LPL es la causante del metabolismo
normal de las VLDL rica en triglicéridos y particulas de quilomicrones (Jensen et al., 1989).

2.11 Ratas espontaneamente hipertensas (SHR); modelo de hipertensién esencial

Actualmente las SHR son consideradas como un buen modelo animal de hipertension
esencial humana y han sido ampliamente utilizadas para el estudio de enfermedades
cardiovasculares. Al igual que en los seres humanos, en esta cepa de animales el desarrollo de la
hipertensién es desconocida y una vez que incrementa la presion arterial esta se mantiene en
aumento a través del tiempo. A juzgar por el nimero de publicaciones, es el modelo mas estudiado
de hipertensién esencial (Pinto et al., 1998). La cepa SHR se obtuvo en la década de los 60s por
Okamoto mediante la cria selectiva de ratas Wistar Kyoto (WKY) con presion arterial alta y por lo
tanto las ratas WKY normotensas son utilizadas como controles de las SHR (Okamoto, 1963).

El aumento de la presién arterial inicia alrededor de la 6-7 semana de vida, sin embargo es
hasta la 12-14 semana de edad cuando la presién sistélica alcanza valores de entre 140-200
mmHg en el adulto. A partir de esta edad (3 meses) los animales muestran un aumento constante
en la presion arterial y se mantiene asi hasta edades muy avanzadas. A partir de entre la 40-50
semana de edad las SHR desarrollan caracteristicas de enfermedades cardiovasculares como
hipertrofia del corazén y de los vasos sanguineos (Conrad, 1995). Algunos de estos animales
pueden desarrollar presiones arteriales elevadas asi como muerte cerebral, este grupo se designa
como SHR-SP (Stroke-Prone).
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Como en el caso de la hipertension humana, se ha considerado que el rifidén es el principal
sospechoso en la fisiopatologia de la hipertension arterial en SHR (Kawabe et al., 1978). En ese
sentido diferentes estudios han mostrado que el sistema renina-angiotensina, el éxido nitrico, asi
como las prostaglandinas juegan un papel importante en el desencadenamiento de dicha patologia
(Rettig, 1993).

2.12 Acidos grasos membranales

Los lipidos forman parte de los tejidos de plantas y animales y son clasificados como
esteroles, fosfolipidos, esfingomielinas, céridos y grasas (Carrero et al., 2005). Los principales
componentes de todas las grasas son los &cidos grasos, que pueden ser saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados. Los &cidos grasos son acidos monocarboxilicos de cadena
larga, que generalmente contienen un namero par de atomos de carbono, normalmente entre 8 y
22. Esto se debe a que su sintesis biolégica tiene lugar mediante la adicion sucesiva de unidades
de Acetil CoA. Los &cidos grasos se pueden encontrar en su forma libre (en una menor
proporcidn), esterificados como triacilgliceroles o formando parte de los fosfolipidos de las
membranas celulares (Voet y Voet, 1990).

Diferentes investigaciones sefialan que hay una interaccion significativa entre la alteracion
de las membranas y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, entre ellas la diabetes y la
hipertension (Delachambre et al., 1998, Dorrrance et al., 2001). Por su parte los 4cidos grasos son
constituyentes importantes de las membranas, en especifico los acidos grasos esenciales que son
precursores de las prostaglandinas. La sintesis de los eicosanoides es regulada por la cantidad de
acido araquidonico disponible en los fosfolipidos membranales por lo que si la composicién de
acidos grasos en la membrana se altera, esta puede tener repercusiones en la sintesis de

eicosanoides y generar alteraciones fisiolégicas importantes (Vance y Vance 1985).

Cambios en la composicion de la membrana sugieren una participacion de los fosfolipidos
en el desarrollo de la hipertension, pues se ha reportado que en pacientes hipertensos se
presentan anormalidades en acidos grasos y fosfolipidos de las membranas. En ese sentido, los
fosfolipidos no s6lo desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la estructura y funcion
normal de las células, sino que también dan origen a segundos mensajeros de sefializacion
intracelular, un mecanismo mediante el cual las hormonas y otras sustancias transmiten sefiales

del exterior al interior de las células (Zeizel, 1993).
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2.13 Acidos grasos omega 3y 6

Estudios epidemiolégicos y nutricionales indican que el consumo de acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs) omega 3 (w-3) de cadena larga, producen cambios asociados a efectos
benéficos para la salud (Carrero et al., 2005). El organismo humano sintetiza numerosos é&cidos
grasos denominados no esenciales, mientras que otros deben incorporarse al organismo a través
de la dieta (Caballero et al., 2006). Existen varias familias de AGPIs entre ellas: la familia de w-6 y
la familia de w-3. La familia de los w-6 deriva del acido linoleico mientras que la familia de los w-3
deriva del &cido a linolénico (ALA). Ambos &cidos grasos se consideran como &cidos grasos
esenciales ya que no pueden ser sintetizados por el organismo y, por tanto, deben ser aportados
en la dieta (Sanders, 2000).

El &cido linoleico se metaboliza a &cido araquidénico y el &cido a linolénico da lugar al &cido
eicosapentaenoico (EPA) y al acido docosahexaenoico (DHA) tal como se muestra en la figura 1.
Todos ellos emplean las mismas rutas metabolicas y compiten por las mismas enzimas, elongasas
y desaturasas. Los AGPIs w-3 y w-6, ademas de ser una fuente de energia, se incorporan a las
membranas celulares, donde son precursores de los eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos y leucotrienos), que intervienen en numerosos procesos fisioldgicos (Carrero et al.,
2005).

Recientemente el aceite de linaza ha sido identificado como una fuente alternativa para la
obtencion de &cidos grasos omega-3. Entre los aceites vegetales, el aceite de linaza es
considerado como la fuente mas rica de ALA (57% de los acidos grasos totales). La semilla de
colza, la soja, el germen de trigo y las nueces contienen entre un 7% y 13% de ALA. Algunos
autores consideran a las verduras como una buena fuente de ALA, aunque su contenido graso es

bastante bajo (Rodriguez-Leyva et al., 2009)
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Figura 1. Acidos grasos omega 3 y omega 6 y sus rutas metabdlicas. Tomada de Carrero et al.,
2005.

La carne, particularmente la de rumiantes, y los productos lacteos también proporcionan
ALA. Sin embargo, las técnicas agricolas modernas han originado un descenso en el contenido de
acidos grasos w-3 de la carne debido al uso generalizado de concentrados de cereales ricos en

acidos grasos w-6 para alimentar al ganado (Trautwein, 2001).

El consumo de animales marinos provee una proporcion mas alta de grasas poliinsaturadas
que la dieta occidental tipica. Uno de los &cidos grasos que se encuentra mayoritariamente en los
peces de agua fria es el EPA (Voet y Voet, 1990) el cual parece inhibir la formacion de
prostaglandinas de la serie 2, las cuales en su mayoria son potentes vasoconstrictoras y algunas
estimuladoras de la agregacion plaquetaria. Ademas el EPA disminuye los niveles de colesterol y

triglicéridos en plasma (Minami et al., 2002).
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El descubrimiento de que algunos acidos grasos pueden actuar como ligandos de factores
de transcripcidn indica que estos &cidos grasos no son meramente moléculas energéticas, sino
gue también son reguladores metabdlicos. Ademas, el consumo de AGPIs puede ser benéfico en
el control de ciertas enfermedades como la DM y la obesidad, en la que los AGPIs activan los
proliferadores de peroxisomas PPARs (por sus siglas en ingles: peroxisome proliferator-activated
receptor) estimulando la oxidacion de lipidos y disminuyendo la resistencia a la insulina y la
esteatosis hepatica (Rodriguez-Cruz et al., 2005). También se ha reportado que los &cidos grasos
poliinsaturados pueden tener efectos benéficos en la hipertension arterial de pacientes diabéticos,
disminuyendo la presion arterial sistdlica, diastdlica y media (Nasiff-Hadad y Merifio-lbarra, 2003).

Modificaciones en la composicion de acidos grasos, fosfolipidos y en el cociente entre w-3y
w-6 en la membrana puede afectar la fluidez y su funcién en la regulacion de los diferentes
procesos bioquimicos que en esta se realizan, de tal suerte que se generan anormalidades en la
célula. Dichos cambios, en algin momento pueden contribuir al desarrollo de diferentes trastornos
metabdlicos. Es posible que durante el desarrollo de la diabetes e hipertension ocurran cambios en
la composicién de la membrana a diferentes edades, lo que contribuye a las complicaciones de

estas enfermedades conforme progresan.

3. ANTECEDENTES

3.1 Membranas de eritrocitos

Para realizar mediciones de fluidez membranal se han utilizado diferentes células, entre
ellas los eritrocitos. Las membranas de estas células han servido como un modelo para la medicién
de fluidez membranal, ademéas de ser un modelo de facil obtencion. Mediante el uso de
micropipetas, en un estudio se observaron los efectos de la edad sobre la elasticidad y
deformabilidad de eritrocitos de SHR y sus contrapartes WKY de 3 a 23 semanas de edad. En la
fase del desarrollo de la hipertension (6 a 7 semanas de edad) las SHR mostraron una disminucion
en la deformabilidad de las membranas de los eritrocitos comparadas con las membranas de las
WAKY. Sin embargo, la deformabilidad de las membranas de eritrocitos de SHR mejoré y llegé a ser
comparable con las membranas de eritrocitos de las WKY. Estos resultados indican que la
anormalidad en la elasticidad de membranas de eritrocitos en SHR es un evento que se desarrolla
a edad temprana y que gradualmente se va recuperando, lo cual puede ser por un proceso

adaptativo durante la hipertensién (Chabanel et al., 1987).
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En un estudio realizado en pacientes con DM tipo 2 o hipertensién y riesgo de accidente
cerebro vascular, se determind la actividad de la Na'/K* ATPasa y la fluidez membranal de
plaquetas por fluorescencia. Utilizaron 2 fluoréforos: el trimetil amonio difenil hexatrieno (TMA-
DPH) y el difenil hexatrieno (DPH). Observaron que en los pacientes diabéticos e hipertensos hubo
una disminucién en la actividad de la Na'/K* ATPasa, ademas de un incremento en la fluorescencia
del TMA-DPH lo cual refleja un decremento en fluidez membranal. Estos reultados sugieren que
dichas modificaciones pueden estar involucradas en la patogénesis y el desarrollo de dafio
isquémico (Nanetti et al., 2008).

Realizamos un estudio en donde analizamos la fluidez membranal en fantasmas de
eritrocitos de SHR con diabetes a diferentes edades, 1, 3 y 6 meses de edad. Para realizar las
mediciones utilizamos el monitor de fluorescencia dipirenil propano (DPiP). Encontramos que
durante el desarrollo de la diabetes y la hipertension, disminuy6 la fluidez membranal a partir del
primer mes de edad, manteniéndose asi hasta los 6 meses de vida. En las SHR normoglicémicas
aument6 la fluidez membranal a los 3 meses de edad, sin embargo a los 6 meses de vida
disminuyé. Al analizar la composicion de &cidos grasos observamos que el cociente de
insaturacion (I/S) muestra un patrén similar al reportado por el DPiP, (le/lm). Concluimos que las
modificaciones de la fluidez membranal reflejadas por el DPiP son derivadas principalmente, por
los cambios en la composicién de acidos grasos de la membrana (Perez et al., 2010).

Los resultados de otro estudio en eritrocitos (Dorrance et al., 2001) indican que el acido
araquidoénico, acido graso que da origen a prostaglandinas vasoconstrictoras principalmente,
aumenta en las membranas de los animales hipertensos comparados al control normotenso. Se
concluye que la fluidez reducida de la membrana, observada en la hipertensiéon, puede ser debida
al aumento en la proporcién de esfingomielina en la membrana de la célula, y reportan que la

composicion y la fluidez de la membrana de la célula se alteran durante la hipertension.

3.2 Organos implicados en el desarrollo de diabetes e hipertension

Se ha mencionado que durante el desarrollo de la hipertension algunos érganos sufren
alteraciones que pueden aumentar el riesgo de muerte en quienes padecen dicha enfermedad. Por
esta razon se han realizado investigaciones en rifion, higado y corazén para determinar si en estos

organos se generan anormalidades.

Se estudiaron las anormalidades de fosfolipidos en corazon y rifion en SHR. Encontraron
que en corazén de SHR la cardiolipina y el plasmalégeno de fosfatidiletanolamina incrementaron

significativamente a diferencia de las ratas WKY, pero la fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina
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disminuyeron en SHR. En riidn de SHR el porcentaje de fosfatidiletanolamina fue
significativamente alto, mientras que la fosfatidiletanolamina pladsmalégena y fosfatidilserina
tuvieron un porcentaje bajo, concluyendo que la alteracion en la composicion de los fosfolipidos
pudo contribuir al alto consumo de oxigeno en el corazdn hipertenso y a las anormalidades en las
concentraciones intracelulares de iones y del transporte de los iones en el corazon y el rifidén

durante la hipertension (Chiy Gupta 1998).

En otro estudio se analizaron los cambios en la composicion de &cidos grasos de corazon,
aorta, rifibn y hepatocitos de ratas SHR y WKY a 1,3 y 6 meses de edad. Encontraron que el acido
araquidonico fue significativamente mayor en rifion de SHR a la edad de 1 mes a diferencia de las
WKY:; sin embargo, fue disminuyendo a los 3 y 6 meses de edad. Por otro lado, el porcentaje de
acido eicosapentanoico (EPA) fue menor en rifion de SHR. Los resultados en aorta fueron
similares con una marcada disminucién del acido linoleico y EPA. Reportes previos muestran
resultados similares, lo que hace suponer que durante la hipertension existe una menor actividad
de las desaturasas A5 y A6, contribuyendo a estos cambios. Se concluye que la composicion de
acidos grasos poliinsaturados es madificada en diferentes tejidos en SHR con el paso del tiempo,

relacionandolo con el desarrollo de la hipertensién (Delachambre et al., 1998).

3.3 Tratamiento de la diabetes y la hipertension: participaciéon de los acidos grasos

poliinsaturados

La ingesta de acidos grasos poliinsaturados obtenidos de fuentes marinas ha demostrado
reducir la incidencia de enfermedad cardiovascular (incluyendo la hipertension), lo que refleja en
parte, disminucion de la agregacion plaguetaria (Bonna et al., 1990). Se ha sugerido que el EPA y
el DHA pueden funcionar como protectores cardiovasculares, muy probablemente debido a la
produccién de eicosanoides con poca o nula potencia inflamatoria y ser moduladores de la

agregacion plaquetaria (Hirafuji et al., 2003).

Lahoz y colaboradores estudiaron los efectos de las grasas de la dieta, que difirieron en su
grado de saturacidn, sobre sujetos normales. Concluyeron que las grasas monoinsaturadas
(enriquecidas con aceite de oliva) y poliinsaturadas (enriquecidas con aceite de pescado azul)
alteraron la produccion de eicosanoides, la agregacién plaquetaria y la presién sanguinea. Los
maximos efectos de los cambios en acidos grasos de la dieta, se registraron en sujetos hipertensos

con complicaciones ateroscleréticas (Lahoz et al., 1997).
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En un estudio sobre el efecto del EPA en un modelo de DM2 e hipertrigliceridemia, se
observd una reduccion de lipidos plasmaticos, triglicéridos hepaticos, ademas de mejorar la
intolerancia a la glucosa. Estos datos muestran que la administracién de una dieta prolongada de
EPA puede ser efectiva en la prevencion de la resistencia a la insulina (Minami et al., 2002).

En un estudio se evalud el efecto del ALA sobre la reactividad vascular en aorta de SHR. Al
término de la dieta, la presion arterial sistélica disminuy6 considerablemente a diferencia de ratas
no suplementadas. Sin embargo, no hubo cambios en la respuesta vasorelajante en el endotelio.
En conclusion los autores mencionan que la disminucion de la presion sistdlica no involucra un
incremento en la sensibilidad a éxido nitrico o0 a un cambio en la morfologia vascular de la aorta,
ademas sugieren realizar otros estudios en los cuales se observe el efecto del ALA sobre la fluidez

membranal y su posible participacién en la disminucién de la presién arterial (Ogawa et al., 2009).

A Ultimas fechas se ha recomendado la ingesta de AGPIs de la familia de los w-3 para
contrarrestar los efectos de la diabetes y la hipertension, en especifico los acidos grasos de
cadena larga como son EPA y el DHA. Sin embargo, no hay evidencias suficientes de un posible
efecto benéfico del ALA sobre el desarrollo de la diabetes y la hipertension, asi como la
composicion de acidos grasos de membrana. Hipotetizamos que el AL el cual contiene un
porcentaje elevado de acido alfa linolénico, tendra efectos benéficos a diferentes niveles como son:
la concentracién de glucosa en sangre, la presion arterial y sobre la fluidez membranal en
fantasmas de eritrocitos y microsomas, pues al ser un acido graso w-3 de 18 carbonos, servira
como precursor de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, como el EPA y DHA. El posible
mecanismo puede ser derivado de una competencia simultdnea con el &cido linoleico por las
desaturasas y elongasas, disminuyendo la produccion de &cidos grasos de cadena larga w-6
especificamente del acido araquidénico, el cual se ha relacionado con el desarrollo de la

hipertension.
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4. OBJETIVOS

General

e El objetivo general de esta investigacion es evaluar el efecto del aceite de linaza
(mayoritariamente acido a linolénico), sobre la fluidez membranal durante el desarrollo de la

diabetes y la hipertensién.

Particulares

Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos particulares:

e Generar un modelo de diabetes tipo 2 en ratas espontdneamente hipertensas.

e Estudiar el efecto de un suplemento de aceite de linaza en SHR diabéticas, sobre la
glicemia y la hipertension.

o Estudiar el efecto de un suplemento del aceite de linaza (mayoritariamente acido alfa

linolénico) en SHR (control) sobre la glicemia y la hipertension.

e Determinar la composicién de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos y el efecto del

aceite de linaza en el cociente de insaturacion.

o Estudiar con el monitor fluorescente dipirenilpropano, la fluidez membranal de fantasmas de

eritrocitos de ratas suplementadas y no suplementadas con aceite de linaza.

e Estudiar el efecto del aceite de linaza sobre la composicion de acidos grasos de higado y

riidn de SHR diabéticas y controles. Analizar el cociente de insaturacion.

e Obtener microsomas de higado y de rifion para hacer mediciones de la fluidez de esas

membranas.

e Determinar la composicion de acidos grasos de microsomas de higado y rifion de SHR
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5. MATERIAL Y METODOS

Los reactivos y solventes utilizados en este trabajo fueron grado reactivo y se adquirieron
de J.T Baker, Merck y Sigma. Los reactivos para la cromatografia de gases fueron grado HPLC de
la marca J.T. Baker. Los estandares de metil ésteres se adquirieron de Sigma-Aldrich con una

pureza minima del 98%.

Las cépsulas de aceite de linaza Flax seed oil que contienen al acido o linolénico fueron obtenidas
de las tiendas de suplementos alimenticios General Nutrition Center (GNC) y se analizaron

mediante cromatografia de gases para saber su composicién exacta de acidos grasos.

Se utilizaron ratas espontaneamente hipertensas (SHR), las cuales se mantuvieron en
condiciones de bioterio (aprox. 22°C, 12h luz, 12h oscuridad). Se generé un modelo de diabetes
tipo 2 en neonatos de 48 hrs de vida mediante inyeccién intraperitoneal con una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ) de 75 mg/kg de peso corporal en amortiguador de citratos pH 4.5. A las
SHR control sélo se les inyectd amortiguador de citratos. Las ratas se destetaron a las 4 semanas
de edad y cada grupo se dividié en dos, a uno de ellos se le dio aceite de linaza como suplemento
5 dias por semana (125 mg de aceite de linaza/kg de peso corporal) y al otro no. De esta manera
guedaron finalmente cuatro grupos de animales: A) SHR control; B) SHR con suplemento de aceite
de linaza; C) SHR con STZ; y D) SHR con STZ y suplemento de aceite de linaza.

Se hizo un seguimiento semanal de la glucosa sanguinea mediante tiras reactivas en un
glucometro de la marca AccuChek®. Asimismo, se midi6 la presion arterial por método
pletismografico (pletismégrafo marca Letica) midiendo semanalmente la presién sistdlica en la cola
de las ratas. El sacrificio de al menos 4 animales para la toma de muestras se realiz6 a diferentes
edades (1, 3 y 6 meses) con la intencién de observar qué ocurre antes, durante y después del
establecimiento de la hipertension, ya que esta cepa de ratas se caracteriza por desarrollar la

hipertension a los 3 meses de edad.

Para la toma de muestras, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital a una dosis de
40 mg/kg de peso, en ese momento se aislé el higado y el rifion, toda la sangre se extrajo por
puncion cardiaca, para ello se utiliz6 agujas vacutainer, la sangre se depositd en tubos de 5 ml con
EDTA para la obtencion de los fantasmas de eritrocitos. Para la obtencion de suero la sangre se
depositd en tubos de quimica sanguinea de 10 ml, se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 10
minutos en una centrifuga marca Hermle Z383 K y un rotor Hermle 220.78. El suero obtenido se
depositd en tubos eppendorf y se congeld a -70°C para su uso posterior en las cuantificaciones de

colesterol, triglicéridos y proteina.
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5.1 Quimica sanguinea

Colesterol en suero: Para determinar la concentracion de colesterol total en suero se
utilizdé un kit enzimatico de cuantificacion de colesterol marca SpinReact. Se desarroll6 una curva
con estandar de colesterol en el intervalo de 0 a 20 ug/dl. Se tomd, por duplicado, 10 ul de sueroy
se adicion6 1 ml del reactivo para determinacion de colesterol de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Se permitié el desarrollo de color por incubacién a temperatura ambiente durante 10
min. Finalmente, se determind la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una
longitud de onda de 505 nm en un espectrofotometro Ultrospec 3300 pro de Amersham

Biosciences.

La cuantificacion de colesterol por esta técnica es posible debido a una colesterol esterasa
gue libera el colesterol de &cidos grasos esterificados y luego actla una colesterol oxidasa que
produce 4-colestenona + H,0,. La reaccion de H,O,, junto con fenol + 4-aminofenazona, es

catalizada por una peroxidasa que da lugar a un compuesto colorido.

Triglicéridos en suero: Para determinar la concentracién de triacilgliceroles en suero se
utilizé un kit de cuantificacion de triglicéridos marca SpinReact. Se desarroll6 una curva con
estandar de triglicéridos en el intervalo de 0 a 20 pg/dl. Se tomé, por duplicado, 10 ul de suero y se
adicioné 1 ml del reactivo para determinacion de triglicéridos de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Se permitié el desarrollo de color por incubacién a temperatura ambiente durante 10
min. Finalmente, se determind la absorbancia, tanto de la curva como de las muestras, a una
longitud de onda de 505 nm en un espectrofotbmetro Ultrospec 3300 pro de Amersham

Biosciences.

La cuantificacion de triglicéridos mediante esta técnica se basa en el mismo principio de
formacion de hidroperoxidos y desarrollo de una reaccion colorida que el descrito para colesterol,
con la diferencia de formacion de gliceraldehido 3 fosfato e hidroxiacetona fosfato a partir del

glicerol de los triglicéridos.

Proteina en suero: La proteina se cuantificé por el método de Bradford (1976). Para ello se
realizo la curva de proteina con albumina (1 mg/ml) y agua bidestilada. Se tomaron 2 ul, 4 ul, 6 pl,
8 ul, y 10 ul de albumina respectivamente completando un volumen de 200 pul con agua bidestilada.
A continuacion se les agreg6 1 ml de reactivo de Bradford a la curva de albumina y a las muestras.
Finalmente, se midi6 la absorbancia de las muestras a 595 nm para determinar la concentracion

de proteina.
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5.2 Fantasmas de eritrocitos

La obtencién de los fantasmas de eritrocitos se realiz6 por la técnica descrita por Quinn y
colaboradores (2005). Dicha técnica la desarrollamos de la siguiente forma: la sangre se obtuvo
por puncién cardiaca depositandola en tubos de 5 ml con solucion de EDTA los cuales se agitaron
suavemente para evitar la formacion de codgulos. Se tomaron 3 ml de sangre y fueron vertidos en
tubos de polipropileno de 40 ml para centrifuga. Después se adiciondé a cada tubo 15 ml de
solucién isotonica de fosfatos y se realizaron 3 lavados de diez minutos en una centrifuga marca
Hermle Z383 K a 3500 r.p.m. en un rotor Hermle 220.78 con la finalidad de obtener el paquete
celular. Como paso siguiente a los lavados con la solucion isoténica se obtuvieron los fantasmas
de eritrocitos, para los tubos con los eritrocitos se les adiciond 30 ml de una solucién hipoténica de
fosfatos 0.150 mM y posteriormente se centrifugaron varias veces a una velocidad de 13600 r.p.m.
en una centrifuga Sorvall Evolution utilizando el rotor SS-34. Una vez obtenidos los fantasmas de
eritrocitos se almacenaron en tubos Eppendorf y se conservaron en refrigeracibn para su uso

ulterior en la medicién de fluidez y determinacién de &cidos grasos.

5.3 Cuantificacion de fosfolipidos en membranas de eritrocitos por fésforo inorganico

Para estimar la cantidad de fosfolipidos contenidos en las membranas de los fantasmas de
eritrocitos se procedié a la determinacion de fésforo por el método de Bartlett (1959) como se
describe a continuacion: se tomaron 20 ul de fantasmas de eritrocitos y se depositaron en tubos de
ensayo. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Se agregaron 0.5 ml de H,SO,4 10 N por
tubo con membranas. En cada experimento también se incluyeron blancos de mineralizacién
(solamente H,S0O,). Se calentaron los tubos a 150-160 °C durante 4 horas. Se quitaron de la
parrilla y una vez que estuvieron a la temperatura ambiente, se adicionaron 100 ul de H,O; (30%).
Posteriormente se continué el calentamiento por otras 2 horas a la misma temperatura. A
continuacion se dejaron enfriar y se adicionaron 4.4 ml de H,O + 0.2 ml de heptamolibdato de
amonio al 5% + 0.2 ml del reactivo de Fiske-Subbarow. Entre el agregado de un reactivo y otro, se
agit6 vigorosamente. El reactivo de Fiske-Subbarow se prepar6 por la adicion de 500 mg de acido
1l-amino 2-naftol 4-sulfénico a 200 ml de una solucién de bisulfito de sodio anhidro al 15%
(NaHSO3) bajo agitacién mecanica, seguido por la adicion de 1 g de sulfito de sodio anhidro
(NaSO3). La solucion se filtr6 y almacend en frasco color &mbar a temperatura ambiente. Este
reactivo se prepar6 cada semana. Para desarrollar el color, las muestras se calentaron en bafio de
agua hirviendo durante 7 minutos. Se enfriaron y se leyeron en un espectrofotometro Ultrospec
3300 pro de Amersham Biosciences a 830 nm. Paralelamente al desarrollo de color en las

muestras de membranas, se realiz6 una curva estandar con KH,PO, en el intervalo de 0 a 4 ug de

Ciencias Biolégicas UNAM 29



fésforo con incrementos de 0.5 ug. Los fosfolipidos de las membranas se cuantificaron a partir del
contenido de fésforo.

5.4 Incorporacion del dipirenil propano (DPiP) a fantasmas de eritrocitos

De las muestras de fantasmas de eritrocitos se tomo el volumen necesario y se depositaron
en tubos eppendorf. A partir de una solucion de DPiP 89 uM en etanol se inyectaron 5 ul del
monitor fluorescente a las membranas, al mismo tiempo se mantenia en agitacién con vortex, todo
lo anterior se realiz6 en condiciones de poca luz, ademas las muestras se mantuvieron en hielo.
Luego de adicionar el DPiP las membranas fueron sonicadas en bafio a temperatura ambiente
durante 1 minuto. Una vez inyectado el DPiP las muestras se mantuvieron en incubacion en cuarto
frio con agitacibn constante durante 24 horas para asegurar la incorporacién del monitor
fluorescente. Al dia siguiente huevamente se sonicaron las muestras en bafio durante 1 minuto y
se resuspendieron en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) a un volumen final de 3 ml. La
concentracion final del DPIP fue de 0.15 uM. Finalmente la relacion molar minima de fosfolipidos a
DPiP fue de 2500:1

5.5 Medicion de fluorescencia del DPiP en fantasmas de eritrocitos

Se utilizé un volumen de 3 ml de fantasmas de eritrocitos con el DPiP y 3 ml de fantasmas
de eritrocitos sin DPiP (control) y se depositaron en celdas de cuarzo. Se colocaron en un
portaceldas de un espectrofluorometro Perkin-Elmer LS55 controlado por computadora para
realizar las mediciones. En este aparato, las fluorescencias del DPiP para mondémero fueron de
379 nm y para excimero de 480 nm mientras que la longitud de excitacion fue de 329 nm y fueron

leidas utilizando el programa ratio data collection.

5.6 Extraccion y transesterificacion de lipidos de fantasmas de eritrocitos

Los lipidos de los fantasmas de eritrocitos fueron extraidos de acuerdo al procedimiento
utilizado por Bligh y Dyer (1959) y Ames (1968) como se describe en Pérez-Hernandez y
colaboradores (2010). El procedimiento se describe a continuacion: se tomaron alrededor de 300 pl
de los fantasmas de eritrocitos y se depositaron en un homogenizador, se adicion6 una mezcla de
metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8 relacion volumen) y se homogenizé por dos minutos. Cabe

mencionar que el volumen de agua se tomé como el volumen procedente de los fantasmas.
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Después de la adicion de la mezcla de solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se
adiciond un volumen de cloroformo y uno de agua y se volvié a homogenizar brevemente. Después
el homogenado obtenido se centrifugé a 2500 r.p.m a 8°C durante 5 minutos en una centrifuga
marca Hermle Z383 K en un rotor Hermle 220.78 y se obtuvo un sistema de dos fases. Se elimind
la fase acuosa y se colecto la fase orgénica (cloroférmica). Después se evaporé el solvente bajo
una corriente de nitrégeno. Una vez extraidos los lipidos, se realizé la transesterificacion de los
acidos grasos, para obtener los metil ésteres correspondientes, utilizando trifluoruro de boro (BF3)
al 14% en metanol siguiendo el método descrito por Morrison y Smith (1964), como se describe
mas adelante. El andlisis de la composicion de acidos, se realizé con un comatégrafo de gases
Clarus 500 de Perkin-Elmer controlado por computadora.

5.7 Extraccion de lipidos de tejidos

Los lipidos se obtuvieron utilizando el método de Folch y colaboradores (1957) como a
continuacién se describe: Se homogeneizdé 1 g de tejido con 19 ml de solucién de cloroformo:
metanol (2:1). El homogenado se realiz6 en frio con un homogenizador Potter-Elvehjem con pistilo
de vidrio un par de minutos. Después se filtr6 el homogenizado en un papel filtro libre de grasas, se
adicioné 0.2 de su volumen de agua o solucién salina, se separaron en dos fases por
centrifugacion y se recolectd la fase cloroférmica. Los lipidos se depositaron en viales y se

conservaron en congelacion (-2 °C) hasta su uso ulterior.

5.8 Metilacién de acidos grasos de higado y rifndn de SHR

La composicion de acidos grasos de los lipidos en los 6rganos se determind por
cromatografia de gases después de transesterificacion en presencia de trifluoruro de boro (BF;) al
14% en metanol. Los metil ésteres de los acidos grasos se prepararon esencialmente como
describen Morrison y Smith (1964). Las reacciones de derivatizacion se realizaron en viales de
vidrio de 4 ml en los cuales se evaporaron entre 50-200 ug de lipidos a sequedad bajo una

corriente de gas nitrégeno.

Después de la adicion de 0.5 ml del reactivo de trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol,
se le puso una atmésfera de nitrégeno y se cerr6 el vial con una tapa de rosca y disco inerte de
silicon con cubierta de teflon. Se calentdé por 30 min a aproximadamente 92 °C en bafio de agua.
La muestra se enfri6 a temperatura ambiente, el vial se abrid y se afiadieron dos volimenes de
hexano y un volumen de agua, después se agitd vigorosamente y se formd un sistema de dos

fases, los metil ésteres se extrajeron de la fase organica. Se evaporod el hexano bajo una corriente
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de nitrdgeno y los metil ésteres de los acidos grasos se almacenaron a —70 °C y protegidos de la

luz hasta su posterior andlisis por cromatografia de gases.

5.9 Analisis de los 4cidos grasos de 6rganos de SHR por cromatografia de gases

Los &cidos grasos transesterificados se resuspendieron en n-hexano grado HPLC. Los metil
ésteres se analizaron en un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 500 controlado por
computadora, equipado con un inyector capilar “split/splitless” y detector de ionizacién de flama
(FID). Los metil ésteres de los acidos grasos se separaron en una columna capilar Omegawax
(0.25 mm de didametro interno) de 30 metros de longitud. Se utiliz6 nitrégeno de alta pureza como
gas de acarreo. Se determinaron los tiempos de retencién de cada uno de los estandares de metil
ésteres de acidos grasos y se hicieron curvas de calibracion para cada uno de ellos. La
composicion de 4cidos grasos de las muestras se determind por comparacion de los tiempos de

retencién y por analisis de las areas bajo los picos.

5.10 Microsomas de higado y rifién

Los higados o rifiones se pesaron y lavaron con KCI, después se homogenizaron en frio en
una solucion amortiguadora que contenia 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) 0.25 M de sacarosay 1 mM de
EDTA. Posteriormente el homogenizado se centrifugd a 10,000 x g durante 20 minutos a 4°C, se
removié el sobrenadante y se afiadid la soluciébn amortiguadora de tris-HCI para centrifugar
nuevamente, esta vez a una velocidad de 100,000 x g durante 60 minutos a 4°C. Una vez
obtenidos los microsomas, se realiz6 la cuantificacion de fosforo por método de Barttlet (1959) para
estimar la cantidad de fosfolipidos contenidos en las membranas de eritrocitos y de esta manera
determinar el volumen necesario de DPiP para tener una relacion molar minima de fosfolipidos de
2500:1. Posteriormente se incorpor6 el monitor fluorescente DPiP. Mediante las intensidades de
fluorescencia de excimero a monémero (le/Im) del dipirenilpropano se midié la fluidez membranal

de los microsomas en un espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55.

5.11 Extraccion de acidos grasos de microsomas y andlisis por cromatografia de gases

Los lipidos de los microsomas fueron extraidos de acuerdo al procedimiento utilizado por
Bligh y Dyer (1959) y Ames (1968). Se tomaron alrededor de 500 pl de los microsomas y se
depositaron en un homogenizador, se adicioné una mezcla de metanol-cloroformo-agua (2:1:0.8
relacion volumen) y se homogenizé por dos minutos. Después de la adicién de la mezcla de

solventes a las muestras, mantenidas en hielo, se adicioné un volumen de cloroformo y uno de
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agua y se volvio a homogenizar brevemente. Después el homogenado obtenido se centrifugd a
2500 r.p.m a 8°C durante 10 minutos en una centrifuga marca Hermle Z383 K en un rotor Hermle
220.78 y se obtuvo un sistema de dos fases. Se elimind la fase acuosa y se colectd la cloroférmica.
Después se evaporo el solvente bajo una corriente de nitrégeno. Una vez extraidos los lipidos, se
realizo la transesterificacion de los acidos grasos, para obtener los metil ésteres correspondientes,
utilizando BF3 al 14% en metanol siguiendo el método descrito por Morrison y Smith (1964). El
andlisis de la composicion de &cidos, se realizé con un cromatografo de gases Clarus 500 de
Perkin-Elmer controlado por computadora.

5.12 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante la prueba de anova simple seguida de una prueba

de Fisher con una P< 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Glucosay peso en SHR lactantes

6.1.1Glucosa

Para el desarrollo del modelo de diabetes experimental en SHR se utiliz6 una dosis Unica
de estreptozotocina (STZ) de 75 mg/Kg de peso corporal. Esta dosis de STZ desarrolld
concentraciones elevadas de glucosa en sangre (150-300 mg/dl) que se asemejan a un modelo de
DM2. Se incluy6é también un grupo de animales inyectados s6lo con el amortiguador de citratos

(grupo control).

Se puede ver en la figura 2 que en ratas inyectadas con el amortiguador de citratos (grupo
control) se presentaron concentraciones de glucosa promedio de 100 mg/dl manteniéndose asi
hasta los 30 dias. Al quinto dia de vida las ratas mostraron 80 mg/dl en su concentracion de
glucosa, a los 15 dias de nacidas la glicemia fue de 110 mg/dl. A partir de ese dia hubo un ligero
aumento mostrando una concentracién de 123 mg/dl al dia 20 y finalmente a los 30 dias de vida
se la glucosa fue de 114 mg/dl. En promedio, la glicemia oscil6 alrededor de los 100 mg/dl. Caso
contrario a las SHR control, los animales inyectados con STZ mostraron un incremento
considerable durante esos dias en que las SHR mostraron una glicemia normal. Los niveles de
glucosa en las SHR control eran predecibles ya que al ser inyectadas Unicamente con el
amortiguador de citratos, no se generd ningln dafo en las células B pancreaticas y por esta razén

la glicemia es constante.
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Fig. 2 Comparacion de la concentracion de glucosa en los grupos de ratas. SHR control y SHR

inyectadas con STZ (SHR-STZ). n =6 *(P <0.05)
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Por otro lado, en la figura 2 se observa que en ratas inyectadas con STZ, se logré
establecer la hiperglicemia. Durante el primer mes de vida los niveles de glucosa oscilaron entre
130 y 300 mg/dl. La gréfica muestra que a los 4 dias de vida (2 dias después de la induccién), la
glucosa sanguinea se elevd hasta 300 mg/dl. Posteriormente a los 14 dias las ratas muestran una
disminucion en su glicemia (150 mg/dl). Sin embargo dias después la glicemia aumenté
nuevamente hasta 225 mg/dl manteniéndose asi hasta los 30 dias de vida (163 mg/dl).

De los resultados mostrados en la Fig. 2 podemos decir que posiblemente la STZ genero
una dafo parcial de las células B pancreéaticas de las SHR-STZ, posteriormente hubo una
regeneracion de estas células tal como lo menciona Szkudelzki (2001). Por esa razén los animales
mostraron un ligero control en la concentracion de glucosa sanguinea, aunque sélo por un corto
periodo de tiempo, esto también refleja que la inyeccién de STZ (75 mg/kg de peso) generd niveles
de glucosa similares a los que se presentan durante DM2 en humanos no controlados, por ello este
modelo puede ser confiable para observar los efectos de la hiperglicemia en un modelo de DM2.
Estos datos apuntan a que desde la lactancia los animales inducidos tienen una concentracién de

glucosa elevada y consecuentemente una cinética diferente en lo que respecta a la glicemia.

6.1.2 Peso corporal

En la figura 2 se observa que en las SHR-STZ, se gener6 un descontrol de la glicemia. Con
el propésito de observar si la hiperglicemia tiene un efecto sobre el crecimiento de los animales, se
registro el peso corporal y se determind una posible alteracién en el crecimiento de los animales

reflejado en su peso corporal.

En los dos grupos de animales (Fig. 3) el peso corporal cambia al discurrir los dias lo cual
refleja el crecimiento de los animales. Sin embargo, en las SHR con hiperglicemia el peso se ve
mermado con respecto al control, es decir, hay un rezago en la ganancia de peso, esto

posiblemente como consecuencia de la hiperglicemia que presentaron las SHR-STZ.
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Fig 3. Comparacion del peso en los grupos de SHR lactantes. n = 12 *(P <0.05)

En la figura 3 se ve claramente la diferencia entre grupos. A los 15 dias de nacidas, las
ratas normoglicémicas alcanzaron un peso corporal promedio de 21.8 g mientras que en las ratas
hiperglicémicas el peso promedio fue de 14.3 g (34.4% menor). Estos resultados podrian
demostrar que la hiperglicemia generé una menor ganancia de peso corporal alterando el
crecimiento de los animales. Se puede ver que al mes de edad las SHR control llegaron a un peso
promedio de 52 g, mientras que las SHR hiperglicémicas alcanzaron un peso promedio de 38.4 g
(26% menor que el control). Los resultados del peso corporal reflejan que en los primeros 10 dias
de vida los animales inducidos tuvieron una ganancia de peso similar al grupo control, sin embargo
dias después la hiperglicemia generd un rezago en el crecimiento de los animales, reflejada en el

peso corporal.

6.2 Glucosa en SHR después del destete

En la figura 4A se puede observar que después del destete, las SHR control mantuvieron
constantes sus valores de glucosa, sin mostrar grandes desviaciones. Los valores de glicemia

oscilaron en promedio entre 80 y 100 mg/dl durante los 6 meses de edad.

En lo que respecta a las ratas diabéticas, se puede observar en la figura 4B que el
descontrol de la concentracion de glucosa continué después del destete, mostrando una
hiperglicemia similar a la observada en la Fig. 1B. A las 10 semanas de vida las SHR diabéticas
superaron los 300 mg/dl de glucosa sanguinea en promedio, a las 15 semanas disminuyd, llegando
a 125 mg/dl, sin embargo 3 semanas después la glucosa aumentdé nuevamente a 163.5 mg/dl.

Estos valores muestran grandes variaciones teniendo un patrén muy similar a la diabetes tipo 2 en
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humanos no controlados, en donde se observa oscilacion en la concentracion de glucosa

sanguinea.
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Fig. 4. Registro de la glucosa después del destete hasta las 27 semanas de experimentacion.
A) Ratas control. B) Ratas SHR diabéticas inducidas con STZ 75 mg/Kg de peso. n = 6.

Los resultados de la grafica 4B sugieren que la STZ posiblemente dafié parcialmente las
células B pancreéticas y en consecuencia la insulina secretada por las células B restantes fuera
insuficiente para satisfacer las necesidades del organismo, esto afectdé severamente el
metabolismo de los carbohidratos y consecuentemente la hiperglicemia se mantuvo a lo largo del
tiempo. Por lo anterior, podemos ver que con una dosis de STZ (75 mg/kg peso) se gener6é un
modelo experimental de DM2 en SHR, sin llegar a una hiperglicemia extrema como ocurre en DM1

cuando no se administra insulina.

6.2.1 Suplemento de aceite de linaza y su efecto sobre la glicemia

Durante los ultimos afios se ha sugerido que la ingesta de suplementos alimenticios ricos
en w-3 puede prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, entre las que se
encuentra la diabetes y la hipertension. En ese sentido algunos estudios han demostrado que el
EPA y el DHA, provenientes del aceite de salmén, tienen efectos benéficos en la prevencion y
control de la diabetes y la hipertension (Minami et al., 2002). Sin embargo, no existen estudios
suficientes que demuestren el efecto del AL rico en ALA y precursor de EPA y DHA, sobre el
desarrollo de estas patologias en conjunto. Con el fin de contrarrestar los efectos de la

hiperglicemia se administr6é un suplemento de AL a ratas inyectadas con STZ de 1 mes de edad.
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En la figura 5A se muestra la cinética de la glicemia en SHR control suplementadas con el
AL. La glucosa se mantuvo en niveles inferiores a 100 mg/dl a partir del destete y continué asi
hasta los 6 meses de edad. Estas ratas per se mantuvieron sus niveles de glucosa basales ya que
no sufrieron ningun dafio en sus células B pancreéticas y el AL no tuvo alguna participacion

relevante en el control de la glucosa.

Respecto a las SHR con STZ y suplementadas con AL, es importante recordar que el AL se
administr6 a partir del destete, 5 dias a la semana. La Fig. 5B muestra que al inicio del tratamiento
las SHR-STZ-AL tuvieron un ligero incremento en su glicemia (138 mg/dl), sin embargo, a la
semana 12 de vida, la concentraciéon de glucosa sanguinea disminuyé a 92 mg/dl y continué
disminuyendo en los dias siguientes llegando a 82 mg/dl en la semana 19. Estos niveles no
mostraron oscilaciones durante el tratamiento con el AL a partir de la 122 semana, lo cual muestra

un control de la glicemia, debido al efecto del AL.
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Fig. 5 Seguimiento de la glucosa en SHR suplementadas con aceite de linaza (omega-3) A) Ratas
control. B) Ratas SHR inducidas con 75 mg/Kg de STZ. n=6

En la figura 6A se muestran las concentraciones de glucosa sanguinea de los cuatro grupos
de SHR a tres diferentes edades, 1, 3 y 6 meses. Las SHR-STZ tuvieron hiperglicemia durante
todo el estudio (1,3 y 6 meses). En el caso de las SHR-STZ-AL vemos que al primer mes de edad
presentaron una concentracion elevada de glucosa (219 mg/dl), sin embargo a los 3 meses la
glicemia fue de 96 mg/dl y a los 6 meses de edad llegaron a 82 mg/dl de glucosa, este valor es
menor al de las SHR normoglicémicas las cuales presentaron una concentracién de glucosa de 88
mg/dl. En el caso de las SHR-AL la concentracién de glucosa fue de 78 mg/dl. Este grupo fue el

gue presento la glicemia mas baja.
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En la figura 6B se muestran los dos grupos de ratas inducidas a diabetes con STZ. Como
se menciond, el grupo SHR-STZ-AL recibié el suplemento de AL, a los 3 meses de edad se
observa el control de la glicemia, (96 mg/dl) y a partir de ese momento la glucosa mostré una
concentracion inferior a los 100 mg/dl hasta la edad de 6 meses.
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Fig 6 A) Glucosa en los cuatro grupos de SHR a 1, 3y 6 meses de edad. B) Comportamiento de la
glucosa en SHR inducidas con STZ sin AL y con AL. n = 6. *(P< 0.05).

6.3 Presién arterial en los grupos de SHR a diferentes edades

Para este estudio se utilizé como modelo de experimentacién a las SHR, que se
caracterizan por ser un modelo de hipertension esencial. En la figura 7A se observa que en las
SHR control la presién sistélica alcanzé los 146 mm Hg a las 14 semanas de vida, podemos decir
gue a esta edad se establecio la hipertension. Estos resultados coinciden con diversos estudios
realizados, los cuales han documentado que a esta edad la hipertension se establece y a partir de
ese momento sus valores de presion sistélica incrementan, lo cual también se observa en este
estudio en donde las SHR control tienen un aumento en su presion sistélica a las 14 semanas de
edad manteniendo esta presion hasta las 27 semanas de experimentacion donde presenté una

presion sistélica de 176 mm Hg.

En el caso de las SHR diabéticas (SHR-STZ) el desarrollo de la hipertension se acelero,
estableciéndose a las 7 semanas de vida y, a diferencia de las SHR control, presentaron valores

de presién sistélica que incrementaron severamente durante las siguientes semanas.
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En la figura 7B se puede observar que la presion sistélica fue de 146 mm Hg, ligeramente
superior a los 140 mm Hg, valor referido como limite superior de la presion sistélica normal. Por
esta razén, se puede decir que en las SHR-STZ la hipertension se establecié a partir de la 72

semana de edad.

El valor de presion sistélica que presentaron las SHR-STZ a las 7 semanas de edad (146
mm Hg) coincide con una concentracion alta de glucosa en sangre durante esa semana y dias
anteriores (Figura 4B), en donde los valores oscilaron entre 200 y 350 mg/dl. Posiblemente este
descontrol de la glicemia contribuy6 a que la hipertension se estableciera en menor tiempo.

La hiperglicemia probablemente gener6 alteraciones en érganos blanco que regulan la
presién arterial, como el rifién, y como consecuencia la hipertensién arterial se establecié en un

periodo corto de tiempo, tal como se observa en la figura 7B.
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Fig. 7 Seguimiento de la presion arterial durante las 27 semanas A) SHR Control B) SHR-STZ.
n= 6.

6.3.1 Suplemento de aceite de linazay su efecto sobre la presion arterial

En la figura 8A se muestran los valores de presion arterial en SHR suplementadas con AL.
Cabe mencionar que a estas ratas se les administro el suplemento AL a partir del destete (1 mes
de vida). A las 14 semanas de edad las SHR-AL presentaron un valor de 126 mm Hg en su presion
sistélica, es importante mencionar que para esta cepa de animales se ha reportado que la
hipertension se establece a partir de las 14 semanas de edad; sin embargo en las ratas
suplementadas con AL se present6 una presion arterial inferior a los 140 mm Hg, por lo que auin
no se ha establecido dicha patologia en este grupo de animales. De la semana 15 y hasta la 19 de

edad, la presion sistolica oscil6 entre los 120 y 126 mm Hg, lo cual muestra un control de la presion
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arterial y que posiblemente el AL contribuy6é de manera eficiente en controlar y retrasar la aparicion
de la hipertension. Se ve que a la semana 22 la presion sistolica fue de 142 mm Hg,
estableciéndose finalmente la hipertension. En resumen, el suplemento de AL retrasé el desarrollo

de la hipertension por un promedio de 8 semanas en las SHR.
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Fig. 8 Seguimiento de la presion arterial durante las 27 semanas a SHR suplementadas con
aceite de linaza A) SHR-AL B) SHR-STZ-AL.n =6

En lo que respecta a la presion arterial de las SHR inyectadas con STZ y suplementadas
con el AL (SHR-STZ-AL), la presion arterial se controlé durante 20 semanas de edad. En la Fig 8B
se observa que la presion sistdlica de las SHR-STZ-AL fue inferior a los 140 mm Hg y se
mantuvieron constantes hasta las 20 semanas de vida. A la edad de 7 semanas se registr6 una
presion sistélica de 127 mm Hg, por lo tanto, en las SHR-STZ-AL aln no se ha establecido la
hipertension. A la semana 22 se muestra un incremento considerable de la presion arterial (166
mm Hg), no obstante, a la edad de 27 semanas la presion sistélica disminuyé nuevamente a un
valor de 150 mmHg. Sin embargo, se considera que con la presion sistolica que se registré a la

semana 27 en estos animales, la hipertension se ha establecido.

En la Fig. 9 se observa la presion arterial de los 4 grupos de SHR a diferentes edades (7,
14 y 27 semanas de edad) y el tiempo de tratamiento (semanas de tratamiento). En esta gréfica se
puede apreciar el aumento en la presion sistélica en las SHR-STZ a partir de la 72 semana de edad
y hasta las 27 semanas. Por otro lado se observa un control de la presién sistélica en las SHR-AL
y SHR-STZ-AL desde la séptima semana de edad, manteniéndose asi hasta las 14 semanas de
edad. Posteriormente se ve un ligero aumento en la presion sistélica a las 27 semanas de edad en
las SHR-AL y SHR-STZ-AL (149 mmHg y 150 mmHg respectivamente).
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Presién Arterial en grupos de SHR
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Fig. 9 Comparativo de la presion arterial a diferentes meses de edad y meses de tratamiento en los

4 grupos de SHR. n=6 *(P <0.05).

6.4 Colesterol y triglicéridos durante la diabetes y la hipertensién

6.4.1 Colesterol

Para observar los efectos de la diabetes y la hipertension en el metabolismo de los lipidos
se cuantificé la concentracién de colesterol y triglicéridos en suero de los grupos de SHR a
diferentes edades (3 y 6 meses de edad). En la figura 10A se muestran los resultados obtenidos de
las cuantificaciones de colesterol. A los 3 meses de edad las SHR control presentaron una
concentracion de colesterol de 6.5 pg/mg de proteina (119 mg/dl). Por su parte las SHR-STZ
alcanzaron una mayor concentracion de colesterol (10.27 ug/mg de proteina 6 144 mg/dl) a la
misma edad. Esta concentracion de colesterol que presentaron las SHR-STZ, posiblemente es
derivada del descontrol de la glucosa que mostraron estos animales. Los cambios continuaron y a
los 6 meses de edad las SHR-STZ presentaron una concentracion de colesterol de 13.36 pg/mg

de proteina (191 mg/dI)

Por otro lado, las SHR-AL tuvieron una concentracion de colesterol de 7.9 ug/mg de
proteina (128 mg/dl) a los 3 meses de edad, sin embargo a los 6 meses disminuyd

considerablemente (4.5 png/mg de proteina 6 102 mg/dl). Esta disminucion en la concentracion de
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colesterol se debié probablemente al control de la presion arterial derivado del suplemento de AL el
cual contiene acidos grasos w-3 y que se han reconocido como un coadyuvante en el control del
colesterol. Algo similar se observé en las SHR-STZ-AL en donde la concentracion de colesterol fue
de 5.7 ug/mg de proteina (114 mg/dl) a los 3 meses, esta concentracion fue menor en comparacion
con las SHR control y las SHR-AL (6.5 upg/mg de proteina y 7.9 ug/mg de proteina
respectivamente). Las concentraciones de colesterol de las SHR-AL y SHR-STZ-AL sugieren una

participacién importante del aceite de linaza en el control del colesterol sanguineo.
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Fig. 10 Metabolismo de lipidos durante la diabetes y la hipertensiéon en los grupos de SHR a
diferentes edades. A) Concentracion de colesterol en suero de SHR control, SHR-STZ, SHR-AL y
SHR-STZ-AL. B) Concentracion de triglicéridos en suero SHR control, SHR-STZ, SHR-AL y SHR-

STZ-AL. Valores reportados en ug/mg de proteina. n=6 *(P <0.05).

6.4.2 Triglicéridos

Con respecto a los triglicéridos, hubo un aumento en su concentracion durante el desarrollo
de la diabetes e hipertension, asi como una disminucion en la concentracion de triglicéridos al
suplementar a las SHR con el AL. En la figura 10B se muestra la concentracion de triglicéridos de
los 4 grupos de SHR a diferentes edades (3 y 6 meses). En el caso de las SHR control y SHR-AL
muestran una concentracion similar de triglicéridos a los 3 meses de edad (3.6 pg/mg de proteina 6
95 mg/dl) No obstante en ambos casos se presentan cambios relevantes a los 6 meses de vida.
Las SHR control tuvieron un incremento en los triglicéridos sanguineos, aumentando un 100% su
concentracion (7.2 pg/mg de proteina 6 182 mg/dl); estos resultados pudieran tener una relacion
con el aumento de la presion sistélica que presentaron las SHR control a esta edad. Por su parte
las SHR-AL tuvieron un decremento importante en su concentracién de triglicéridos sanguineos a

los 6 meses de edad (2.3 ug/mg de proteina 6 82 mg/dl). Es importante recordar que estos
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animales fueron suplementados con AL y que posiblemente la disminucién que muestran se debe

al &cido « linolénico (w -3) que contiene este suplemento.

En el caso de las SHR-STZ la concentracion de triglicéridos fue de 7.9 ug/mg de proteina
(189 mg/dl) a los 3 meses de edad. En este grupo de animales la glucosa fue superior a los 150
mg/dl casi todo el estudio, ademas la hipertensién se establecié desde la 7 semana de edad, quiza
por esta razén las SHR-STZ presentaron una mayor concentracion de triglicéridos en comparacién
con los 3 grupos restantes. A los 6 meses de edad la tendencia a aumentar se mantuvo y la

concentracion de triglicéridos sanguineos fue de 10.4 pg/mg de proteina (206 mg/dl).

Por su parte las SHR-STZ-AL presentaron una menor concentracion de triglicéridos a los 3
meses de vida (1.7 ug/mg de proteina 6 74 mg/dl) incrementando ligeramente a la edad de 6
meses a 3.7 ug/mg de proteina (98 mg/dl) Cabe sefialar que este grupo presenté glicemia basal y
un control en su presion arterial, consecuentemente la concentracion triglicéridos también
mantuvieron concentraciones éptimas, inclusive menor que las SHR control. De esta manera
vemos que el AL no sélo controla la glucosa y retrasa la aparicion de la hipertension sino que

ademas favorece el control y disminucion de los lipidos sanguineos.

6.5 Fluidez membranal en fantasmas de eritrocitos

Para saber si ocurren cambios sobre la bicapa lipidica durante el desarrollo de la diabetes y
la hipertensiéon realizamos mediciones de fluidez membranal en fantasmas de eritrocitos. Los
eritrocitos no presentan organelos, por lo tanto no hay interferencia de otras membranas y de esa
manera aseguramos que las mediciones de fluidez membranal corresponden sélo a la membrana

plasmatica.

Como se menciond, para este estudio se utilizé el monitor de fluorescencia DPIiP, el cual es
una molécula hidrofébica que se ubica preferentemente en la parte intermedia de la monocapa,
tiene la capacidad de formar excimeros intramoleculares y la probabilidad de formacién depende
de la fluidez del medio. A partir de las conformaciones de excimero (le) y monémero (Im) del
monitor fluorescente de fluidez DPiP, se obtuvo el cociente le/Im que refleja en forma directa la

fluidez membranal (Mejia et al 1995).
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Fluidez Membranal en Fantasmas de Eritrocitos
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Fig. 11. Fluidez membranal detectada por el monitor de fluorescencia DPiP en fantasmas de

eritrocitos de SHR a 1,3 y 6 meses de edad. n=6 *(P <0.05).

En la Fig. 11 se muestra la fluidez membranal de fantasmas de eritrocitos de SHR, la cual
esta dada por el cociente le/lm del DPiP. Al primer mes de edad la fluidez de los 4 grupos de SHR
es muy similar. Cabe sefalar que a partir de esta edad (1 mes) se comenz6 a suplementar en la
dieta a 2 grupos de SHR (SHR-AL y SHR-STZ-AL) con el AL, por lo que a esta edad no hay

efectos de los 4cidos grasos w-3 sobre la fluidez membranal de estos grupos.

A los 3 meses de edad las SHR control presentaron un incremento en la fluidez membranal
(le/lm=0.48). Por su parte las SHR-STZ muestran una discreta disminucién en su fluidez
(le/lm=0.29) al compararlas con el grupo control. En el caso de los grupos restantes (SHR-AL y
SHR-STZ-AL) no se observan cambios, manteniendo una fluidez similar a la que presentaron al

mes de edad.

A los 6 meses de vida, se observaron cambios muy notorios y por demas interesantes. Las
SHR control presentaron una disminucién en su fluidez membranal (Ie/lm=0.3). En el caso de las
SHR-STZ la fluidez disminuyé ain mas que a los 3 meses de edad (le/lm=0.23). Estos resultados
indican que durante el desarrollo de la hipertensién ocurren modificaciones en la fluidez de las

membranas de estos animales y que con la diabetes, estos cambios son todavia més evidentes.
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En los animales suplementados con el AL la fluidez membranal aument6é de manera notoria.
En el caso de las SHR-AL y SHR-STZ-AL a los 6 meses de edad los cocientes de le/Im fueron 0.51
y 0.48, respectivamente. De esta manera se puede ver que el AL contribuyé al aumento de la

fluidez membranal en estos animales.

Los resultados de fluidez membranal reportados por el cociente le/lm del DPiP muestran
que ocurrieron cambios durante el desarrollo de la diabetes y la hipertension, en especifico una
disminucion de la fluidez membranal. Asimismo, el suplemento de AL parece contribuir a un
aumento de la fluidez membranal. Estas modificaciones pueden ser consecuencia de varios
factores, uno de ellos es la composicion de acidos grasos que presentan las membranas. Para
observar la posible participacion de los &cidos grasos en la fluidez membranal analizamos la
composicion lipidica de los fantasmas de eritrocitos. De esta manera, se podra determinar si el

suplemento de AL (rico en &cido a linolénico) contribuye al aumento en la fluidez membranal.

6.6 Composiciéon de 4cidos grasos de fantasmas de eritrocitos

6.6.1 Grupo SHR
Se analizé la composicion de acidos grasos de membranas de eritrocitos con el fin de
observar los cambios que ocurren durante el crecimiento de los animales asi como con el

desarrollo de la diabetes y la hipertension.

Al realizar las mediciones de fluidez en membranas de eritrocitos con el DPiP, se observa
gue las ratas suplementadas tuvieron un aumento en su fluidez. Este incremento, se deriva
posiblemente de la composicion de acidos grasos membranales. Se sabe, que la membrana
plasmatica estd compuesta de varios elementos como son las proteinas, colesterol y fosfolipidos,
de estos Ultimos los acidos grasos tienen un papel importante en el mantenimiento de la fluidez
membranal. Por esta razén es interesante saber si la fluidez membranal detectada por el DPiP se

correlaciona con los cambios en la composicion de &cidos grasos de fantasmas de eritrocitos.
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Tabla 2. Composicién de &cidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de SHR

SHR
1 mes 3 meses 6 meses

Mol %
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio
Miristico C14.0 0.8 0.4 2.6* +0.5 3.6 1.2
Miristoleico C14:1 0 =0 0.2 =01 0.3 =01
Palmitico C16:0 36.6 2.1 29.8* +1.1 31.6* #1.9
Palmitoleico C16:1 1.3 0.2 2.0* z0.1 2.2* 0.2
Estearico C18:0 17.5 *0.9 15.8 0.7 155 09
Oleico ci8:1 16.5 +2.3 22.3*+15 23.0* +1.1
Linoleico C18:2 8.4 #1.0 3.1* x11 3.6 +1.0
a linolénico C18:3 0.2 0.0 0.5 203 1.0* 05
CLA C18:2 0.0 +0.0 0.0 =+0.0 0.0 =00
Araquiddnico C20:4 14.3 +2.1 4.3% +1.7 1.3* 08
EPA C20:5 0.7 #05 0.3 03 0.4 02
Erucato C22:0 0.0 *0.0 2.1 03 1.3 =07
DHA C22:6 2.3 0.8 9.2* +1.3 8.6* 2.9
NI 1.3 +08 7.8 1.8 7.6 32
I/S 0.8 +0.1 0.92 +0.07 0.8 0.1

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. N=6 *(P <0.05).

En la tabla 2 se observa la composicién de acidos grasos de las SHR a diferentes edades
(1,3 y 6 meses). En ella se muestran las modificaciones que ocurren a través del tiempo, asi como
los cambios que se generan con el desarrollo de la hipertension. El &cido palmitico, un acido graso
saturado, presentd un porcentaje elevado al primer mes de edad (36.6%), a los 3 meses de edad
este porcentaje disminuy6 (29.8%), e incrementé discretamente aunque no de manera significativa
a los 6 meses de edad (31.6%). Este &cido graso es precursor del acido palmitoleico, el cual
muestra un ligero aumento a los 3 meses de edad, pasando de 1.3% a 2.0% coincidiendo con la

disminucion del &cido palmitico.

Otro ejemplo que ilustra las modificaciones de acidos grasos se observa en el acido oleico.
En la figura 12A se ve claramente como el porcentaje de este acido graso aumenta a los 3 meses
de vida y se mantiene asi hasta los 6 meses. Al mes de edad el contenido de acido oleico fue de
16.5%, e increment6 a los 3 meses de edad a un porcentaje de 22.3%. A los 6 meses de vida no

hubo cambios relevantes en el acido oleico (23.0%).
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Fig. 12. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR a

1,3 y 6 meses de edad. A) Cambios del &cido oleico. B) Cambios del &cido linoleico. n=6 *(P

<0.05).

Por su parte, el &cido linoleico también mostré6 modificaciones a través del tiempo y/o con el
desarrollo de la hipertensién. En la figura 12B se observa que el porcentaje de &cido linoleico fue
de 8.4% durante el primer mes de edad. Asimismo, se ve un claro decremento de este 4cido graso
a los 3 meses de vida, en donde el porcentaje fue de 3.1% y se mantuvo asi hasta los 6 meses de
edad (3.6%).

Acido Araquidénico en Fantasmas
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Fig. 13. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR a

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

Otro &cido graso que presenté cambios importantes es el 4cido araquidonico. En la figura
13 se puede ver que al mes de edad el contenido de este &cido graso en las membranas de

eritrocitos fue de 14.3%, sin embargo, a los 3 meses de edad disminuy6 notablemente llegando a
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4.3%. Los cambios continuaron a través del tiempo. A los 6 meses de edad el porcentaje
disminuyé aun mas, a esta edad el acido araquidonico fue de 1.3%. Todos estos cambios, pueden
ser derivados del envejecimiento de los animales y, por otro lado, influenciados por el desarrollo de
la hipertension.

6.6.2 Grupo SHR-STZ

Al parecer la edad, asi como la hipertension, generaron modificaciones en la composicion
de acidos grasos de las membranas de eritrocitos y consecuentemente cambios en la fluidez
membranal, al menos asi lo reporté el DPiP (Fig. 11). También el DPiP mostré que las SHR con
diabetes (SHR-STZ) tuvieron una menor fluidez desde el primer mes de edad y continuaron asi
hasta los 6 meses de edad. En las SHR-STZ se determiné la composicion de &cidos grasos para
conocer las posibles modificaciones que se generaron con el desarrollo de la diabetes y la

hipertension.

Tabla 3. Composicidon de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de SHR-STZ

SHR STz
1 mes 3 meses 6 meses
Mol%

Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 1.4 +11 1.2 +1.4 26 =11
Miristoleico C14:1 0.8 0.2 0 =00 0.1 =01
Palmitico C16:0 30.4 +1.8 36.4* 0.9 36.2* 1.1
Palmitoleico C16:1 45 35 3.1 22 1.9 =+10
Estearico C18:0 17.4 +4.0 19.2 159 19.8 +1.4
Oleico ci8:1 10.9 +4.2 13.8 28 18.6* +2.7
Linoleico C18:2 6.2 15 1.7 =07 2.5% 1.8
a linolénico C18:3 0.5 =+0.3 0.9 14 0.4 =02
CLA C18:2 0.0 +0.0 0.0 =+0.0 0.0 0.0
AraquiddnicoC20:4 8.6 14 11.0 =#12 1.4* 105
EPA C20:5 42 11 0.1* 01 0.4* 0.3
Erucato C22:0 11.4 +6.2 05 =11 0.5 =03
DHA C22:6 0.9 +06 6.9* 21 6.9* 0.9
NI 3.0 #15 53 26 8.7 40
I/S 0.97 +0.03 0.67 +0.08 0.56 +0.05

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).
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En la tabla 3 se puede ver la composicidén de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos a
diferentes edades (1, 3 y 6 meses). Ocurrieron cambios al paso del tiempo, estas modificaciones
posiblemente estuvieron influenciadas por la diabetes y la hipertension.

Como ejemplo de las modificaciones, tenemos al acido palmitico (Fig. 14A). Al primer mes
de edad el porcentaje fue de 30.4%, sin embargo a los 3 meses de edad el porcentaje de acido
palmitico incrementd llegando a un 36.4% y se mantuvo asi hasta los 6 meses de edad (36.2%).

Acido Palmitico en Fantasmas de Acido Linoleico en Fantasmas de
Eritrocitos de SHR-STZ Eritrocitos de SHR-STZ
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Fig. 14. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR-

STZ a 1,3y 6 meses de edad. A) Cambios del 4cido palmitico. B) Cambios del acido linoleico. n=6

*(P <0.05).

Por su parte el acido linoleico, un acido graso esencial, tuvo un porcentaje de 6.2% al
primer mes de edad. Este porcentaje disminuy6 considerablemente a los 3 meses de edad (1.7%)

y, aunque se muestra un ligero aumento a los 6 meses de edad (2.5%), este incremento no es
significativo.

Como se ha mencionado, varios acidos grasos presentaron cambios en su porcentaje. Para
seguirlos ejemplificando, tenemos al acido araquidénico (w-6), este acido graso mostr6 cambios
por demas interesantes. En la figura 15A se ve que al mes de edad las SHR-STZ presentaron
8.6% de acido araquidénico. Se observa también, que el contenido de este acido graso aumenté a
los 3 meses de edad (11%); sin embargo, el incremento no fue significativo. A los 6 meses de vida
hubo un claro decremento y el porcentaje de este acido graso fue de 1.4%.
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Fig. 15. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR-

STZ a 1, 3 y 6 meses de edad. A) Cambios del acido araquidonico. B) Cambios del acido

eicosapentaenoico. n=6 *(P <0.05).

Por su parte el EPA (w-3) también muestra un decremento en su porcentaje a través del
tiempo. Al mes de edad el contenido de EPA fue de 4.2%, sin embargo, a los 3 meses de edad las
SHR-STZ muestran un drastico decremento de este acido graso (0.1%) incrementando de manera
discreta a los 6 meses de edad (0.4%)

De los resultados anteriores se puede decir que la diabetes y la hipertension afectaron el
contenido de acidos grasos de los fantasmas de eritrocitos de SHR-STZ. Se observa que el
porcentaje de acidos grasos saturados como el acido palmitico aumentd. Contrariamente, los
acidos grasos poliinsaturados de la familia w-6 (acido linoleico, acido araquidénico) disminuyeron
considerablemente al igual que el EPA. Estas modificaciones pudieron afectar la fluidez de las
membranas de eritrocitos y consecuentemente haber contribuido a la disminucién de la fluidez

membranal que reporto el DPIP.

6.6.3 Grupo SHR-AL

Es importante mencionar que en este grupo de animales, el AL tuvo efectos benéficos en el
control de la presién arterial. Por otro lado, al realizar las mediciones de fluidez membranal
utiizando el DPiP, observamos que la fluidez en fantasmas de eritrocitos aumento

considerablemente.
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Se determind la composicion de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos de las SHR-AL
para saber si el AL contribuyé a un aumento de los acidos grasos w-3, ademas de observar si el
aumento de la fluidez membranal pudiera ser consecuencia del aumento de los AGPIs.

Tabla 4. Composicion de acidos grasos (mol%) de fantasmas de eritrocitos de SHR-AL

SHR-AL
1 mes 3 meses 6 meses
Mol %

Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.8 =04 1.2 06 4.4*% 22
Miristoleico C14:1 0.0 =00 0.0 =00 1.2 =09
Palmitico C16:0 36.6 2.1 36.7 2.1 24.9* +4.8
Palmitoleico C16:1 15 =0 2.1 04 4.1 13
Estearico C18:0 17.5 #0.9 26.6*+2.3 16.2 #2.8
Oleico Ci18:1 16.5 156 8.6* £1.0 9.1 22
Linoleico c18:2 84 =+19 9.1 =05 12.2 +36
o linolénico C18:3 0.2 0.0 2.3* 0.2 8.5% +0.9
CLA C18:2 0.0 0.0 1.7* +0.0 2.1* x0.4
Araquiddnico C20:4 14.3 35 5.1* 0.7 5.4* £0.5
EPA C20:5 0.7 =01 1.2* 0.2 1.0* 0.1
Erucato Cc22:1 0.0 =00 0.0 =00 3.3 =11
DHA C22:6 2.3 04 2.1 202 4.2 14
NI 1.3 08 3.3 0.7 4.4 =07
I/S 0.8 0.1 0.50 +0.03 1.2 +0.3

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05)

En el grupo de animales SHR-AL ocurrieron modificaciones a las diferentes edades (tabla
4). Se observa que los acidos grasos w-3 presentaron un porcentaje mayor que en los grupos

anteriores. Ademas, se nota una disminucion del porcentaje de acidos grasos saturados.

En la gréfica 16A se puede ver el porcentaje de acido palmitico a diferentes edades. Al
primer mes de edad las SHR-AL presentaron 36.6% de este acido graso manteniéndose asi hasta
los 3 meses de edad. Sin embargo, a los 6 meses de vida hubo un decremento considerable en el

porcentaje de acido palmitico (24.9%).

Como se menciono, el aceite de linaza tiene un alto porcentaje de ALA, por esta razén se

esperaba que el alto contenido de ALA se viera reflejado en las membranas de eritrocitos de las
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SHR-AL. En la figura 16B se observa que el porcentaje de este acido graso aumenté cerca de 11
veces a los 3 meses de edad (2 meses después de administrar el suplemento) pasando de 0.2% a
2.3%. A los 6 meses de vida continué en aumento el contenido de ALA de las membranas de
eritrocitos, a esta edad el porcentaje fue de 8.5% (mas de 40 veces respecto al valor inicial a un

mes de edad).

Acido Palmitico en Fantasmas de Acido Alfa Linolénico en Fantasmas de
Eritrocitos de SHR-AL Eritrocitos de SHR-AL
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Fig. 16. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR-AL

al, 3y 6 meses de edad. A) Cambios del &cido palmitico. B) Cambios del 4cido a linolénico.

C) Cambios del &cido eicosapentaenoico D) Cambios del acido araquidénico. n=6 *(P <0.05).

Como consecuencia del aumento del ALA el EPA también incrementd en las membranas de
eritrocitos. Es importante sefalar que el ALA es precursor de &cidos grasos w-3 de cadena larga,

como el acido eicosapentaenoico. En la figura 16C se ve que al mes de edad el porcentaje de EPA
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fue de 0.7% y a los 3 meses de edad (2 meses de suplemento) el contenido de este acido graso
aumento6 llegando a 1.2%. A los 6 meses de vida el EPA mostré una ligera disminucion, sin
embargo no fue significativa. Por su parte el &cido araquidonico tuvo un 14.3% al primer mes de
edad, sin embargo al paso del tiempo el porcentaje disminuyé considerablemente. A los 3 meses
de edad las SHR-AL presentaron un 5.1% manteniéndose asi hasta los 6 meses de edad.

El AL no sélo tuvo efectos a nivel fisioldgico, también influyd en la composiciéon quimica de
la membrana de los eritrocitos, aumentando la composicién de &cidos grasos w-3 y al parecer
también favorecio el aumento de la fluidez membranal. En este grupo (SHR-AL) también hubo una
disminucion de los acidos grasos saturados, en especifico del acido palmitico.

6.6.4 Grupo SHR-STZ-AL

En este grupo de animales el suplemento de aceite de linaza control6 la glicemia y retrasé
el desarrollo de la hipertensién. Ademas, disminuyd y controld los niveles de colesterol vy
triglicéridos. En lo que respecta a la fluidez en membranas de eritrocitos, el DPIP reporté un
aumento en la fluidez membranal a los 6 meses de edad. Se determiné la composicion de acidos
grasos (tabla 5) y se observa que los &cidos grasos w-3, en especifico el ALA y el DHA

aumentaron a través del tiempo.

En la figura 17A se puede ver que el acido palmitico tuvo un 30.4% al primer mes de edad y
aumento ligeramente a los 3 meses de edad (33.2%), sin embargo, el contenido de este acido
graso en las membranas de eritrocitos disminuy6 considerablemente a los 6 meses de edad
(24.3%). Por su parte el ALA (Fig. 17B), aument0 a los 3 meses de edad pasando de 0.5% a 4.3%.
Se debe recordar que el AL tiene un alto porcentaje de ALA y por esta razén se vio reflejado en el

incremento de este acido graso en las membranas de eritrocitos.
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Tabla 5. Composicidn de acidos grasos (mol %) de fantasmas de eritrocitos de SHR-STZ-AL

SHR STZ-AL
1 mes 3 meses 6 meses
Mol %

Acidos grasos Promedio Promedio Promedio
Miristico C14.0 1.4 =+11 1.2 07 1.0 =03
Miristoleico C14:1 0.8 =+0.2 0.0 =00 0.4 02
Palmitico C16:0 30.4 34 33.2 33 24.3* +1.3
Palmitoleico C16:1 45 135 2.4 103 39 217
Estearico C18:0 17.4 #4.0 25.2 +6.4 22.0 1.4
Oleico ci8:1 10.9 #4.2 9.1 2.2 9.6 +28
Linoleico C18:2 6.2 24 7.8 #25 10.7*+1.6
a linolénico C18:3 0.5 =03 4.3* +1.6 7.1* 0.9
CLA C18:2 0.0 0.0 2.2% +16 2.2* +0.5
Araquidénico C20:4 8.6 29 5.4* 0.5 7.9 #1.0
EPA C20:5 4.2 1.7 1.9* +0.4 2.9 %03
Erucato C22:1 11.4 6.2 0.0 =+0.0 0.0 0.0
DHA C22:6 0.9 =+06 3.8* 08 6.5%+1.2
NI 3.0 #15 3.8 19 3.1+26
I/S 0.97 +0.03 0.6 +0.05 1.1zx02

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05)
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Eritrocitos de SHR-STZ-AL Eritrocitos de SHR-STZ-AL
A B

36 1 . 90 -
/o\a § 8.0 ¢
S S]
g 32 E 70 1
g g 601
= 28 g 5.0 1
E * o 4.0 9§
g £ 30 {
S 24+ S 20 ;
jg g 104

20 - v - - . 0.0

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

Fig. 17. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR-AL

al, 3y 6 meses de edad. A) Cambios del &cido palmitico. B) Cambios del acido « linolénico. n=6

*(P <0.05).
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El DHA (Fig. 18A) un &cido graso w-3 de cadena larga tuvo un porcentaje de 0.9% al primer
mes de vida y aument6 a los 3 meses de edad (3.8%). A los 6 meses de vida el contenido de DHA
en las membranas de eritrocitos fue de 6.5%. Este incremento se puede relacionar con el aumento
de ALA, precursor de EPA y DHA. Por lo tanto, el aceite de linaza también particip6é en el aumento

de &cidos grasos w-3.

Acido Docosahexaenoico en Fantasmas de Acido Araquidénico en Fantasmas de
Eritrocitos de SHR-STZ-AL Eritrocitos de SHR-STZ-AL
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Fig. 18. Modificaciones en la composicion de &cidos grasos en fantasmas de eritrocitos de SHR-
AL a 1, 3y 6 meses de edad. A) Cambios del acido docosahexaenoico. B) Cambios del acido

araquidonico. n=6 *(P <0.05).

El acido araquiddénico mostr6 un porcentaje de 8.6% al primer mes de vida, no obstante
hubo un ligero decremento a los 3 meses de edad (5.4%), el porcentaje cambié nuevamente, esta

vez incrementando ligeramente (7.9%) a los 6 meses de edad.

En este grupo de animales (SHR-STZ-AL) el contenido de &cidos grasos poliinsaturados w-
3 aumento debido al suplemento de AL. Por otro lado, el acido palmitico disminuy6 a los 6 meses
de edad, posiblemente este decremento junto con el aumento de los w-3 favorecié el aumento de

la fluidez membranal que mostré el DPIP.

Al analizar el cociente de insaturacién de acidos grasos insaturados sobre acidos grasos
saturados (I/S) se observa que a los 3 meses de edad, las SHR mostraron un aumento de este
cociente (Fig.19A), mientras que las SHR-STZ, SHR-AL y SHR-STZ-AL tuvieron una disminucién
en el I/S. Sin embargo, en los grupos suplementados con el AL se ve claramente un aumento del
I/S a los 6 meses de edad. También se puede ver que este cociente de insaturacion tiene un

comportamiento similar a la fluidez membranal reportada por el DPiP. Por lo tanto podemos decir
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ue la fluidez en las membranas de eritrocitos es dependiente principalmente de la composicién de

acidos grasos.

Cociente de Insaturacion de Acidos Grasos . . .
Fluidez Membranal en Fantasmas de Eritrocitos

de Fantasmas de Eritrocitos A B
0.7 1 —A- sHR
1.4 - ' -\~ SHR-AL
-@- SHR-STZ
A sHR * 06 1 O+ SHR-STZ-AL .
124 =) SHR-AL )
’ @ SHR-STZ ,
/N~ SHR-STZ-AL / * 05 |
1.0 é o c
%) N e = 041
= N ~ 7 I5)
08 1 T N e
~ ok 7 0.3 |
~ N s
~ \&/ ’
N .
0.6 1 ~ Ve
~ \5 Ve @ 0.2
0.4 . . ; ; ; s 0.1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Edad (meses) Edad (meses)

Fig. 19. A) Cociente de instauracion de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos de los grupos de
SHR a 1,3 y 6 meses de edad B) Fluidez membranal detectada por el monitor de fluorescencia

DPiP en fantasmas de eritrocitos de los grupos de SHR a 1, 3y 6 meses de edad. n=6 *(P <0.05).

6.7 Composicién de 4cidos Grasos de higados de SHR

La diabetes y la hipertension son enfermedades que generan dafios a nivel fisioldgico,
metabdlico y organico. En el caso del rifién, se ha observado que la hiperglicemia altera su
hemodimania. Asimismo, esta alteracion desencadena dafios secundarios como el desarrollo de la
hipertension. Por su parte, el higado juega un papel importante en el metabolismo; sin embargo, se
ha observado que durante el desarrollo de la diabetes existe un descontrol que favorece el

aumento de lipidos sanguineos, asi como una disminucién en el catabolismo de carbohidratos.

En este estudio se determind la composicion de acidos grasos de higado. Asi, se
observaron los cambios ocurridos durante el desarrollo de la diabetes y la hipertension. En la tabla
6 se puede ver la composicion de acidos grasos de higado de SHR y SHR-STZ. Al mes de vida,
ambos grupos presentan pocas diferencias en la composicion de &cidos grasos de higado. En las
SHR, el acido esteérico fue de 20.6% mientras que en las SHR-STZ el contenido de este acido
graso fue de 23.8%. También, se puede ver que el &cido linoleico mostro variaciones en el grupo
SHR-STZ con respecto a las SHR. El porcentaje de &cido linoleico en las SHR-STZ al mes de edad
fue de 20.8% mientras que en las SHR fue de 16%. La hiperglicemia que presentaron las SHR-

STZ pudo haber contribuido en aumentar el porcentaje de &cido linoleico en este grupo de
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animales. Por otro lado, el acido araquiddnico mostré un 17.3% en higados de SHR, en el caso de
las SHR-STZ se ve un menor contenido de este &cido graso (15.2%) posiblemente la diabetes,
aunado al desarrollo de la hipertension, favorecieron un menor porcentaje en este grupo de

animales.

Tabla 6. Composicién de acidos grasos (mol%) de higados de SHR

Higados

1 mes

Mol%
SHR SHR-STZ
Acidos Grasos Promedio Promedio
Miristico C14.0 0.4 0.2 2.1* 01
Palmitico C16:0 21.6 05 21.4 0.0
Palmitoleico C16:1 0.5 =+01 0.4 00
Esteérico C18:0 20.6 1.9 23.8* +1.6
Oleico ci8:1 12.1 #11 10.6 =18
Linoleico C18:2 16.0 #2.3 20.8* 1.4
y Linolénico C18:3 0.2 102 05 =13
o Linolénico C18:3 0.2 =01 0.5 =00
Araquidato C20:0 0.2 0.0 0.9 =01
Araquidénico C20:4 17.3 #1.3 15.2 #1.7
EPA C20:5 0.4 +03 0.5 0.2
DHA C22:6 7.1 48 59 1.2
NI 29 =17 0.72 +1.8
I/S 1.25 =+0.08 1.17 +0.03

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; I/S,

insaturados sobre saturados. n=8 *(P <0.05).

Al paso de los meses, las SHR desarrollaron la hipertension. Al parecer, la diabetes
contribuy6 a que se estableciera la hipertensién en las SHR-STZ en un periodo menor de tiempo.
Lo anterior hace suponer que continuaran las alteraciones de los acidos grasos en los diferentes
organos implicados en el desarrollo de estas enfermedades. Por otro lado, se ha sugerido el
tratamiento a base de &cidos grasos poliinsaturados para prevenir y controlar enfermedades tales
como la diabetes y la hipertension, de tal manera que los 6rganos involucrados en dichas
enfermedades muestren un menor impacto en su composicion de &cidos grasos y, en el mejor de

los casos, un aumento en el contenido de AGPIs.
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En la tabla 7 se muestra la composicion de acidos grasos de higados de los grupos de SHR
a 3 meses de edad. Las modificaciones continuaron con el desarrollo de la diabetes y/o la
hipertension. Ademés, el contenido de &cidos grasos w-3 también se modifico en las ratas
suplementadas con el AL, inclusive aumento6 el porcentaje de dichos &cidos grasos, en especifico
el ALAy el EPA.

Tabla 7. Composicién de acidos grasos (mol%) de higados de SHR

Higados

3 meses

Mol%
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico Ci14:.0 0.7 =+04 0.3 0.0 0.0 =+0.0 0.8 =+0.2
Palmitico C16:0 23.0 1.2 19.6 1.2 22.2 #1.0 19.4 =07
Palmitoleico C16:1 1.8 +1.0 0.7 =02 0.5 =10 0.8 =01
Estearico C18:0 13.9 #11 18.8* +2.0 19.2* +1.0 146 1.2
Oleico ci8:1 20.6 4.3 10.2* +1.4 13.4* x0.8 10.9* 1.1
Linoleico C18:2 20.0 #1.3 21.8 1.4 19.5 #2.0 25.7* 21
y Linolénico C18:3 0.1 =01 0.0 00 0.2 00 0.0 =00
o Linolénico C18:3 0.4 =01 0.7* 01 0.1 =00 1.2* 02
CLA C18:2 0.2 03 0.5 =+01 0.0 0.0 0.6 04
Araquidénico C20:4 115 33 20.6* £3.2 17.1* +15 18.5* 14
EPA C20:5 0.4 =02 1.0* 02 0.4 =02 0.8* 01
DHA C22:6 40 =08 4.0 =07 6.1 +3.0 3.4 +0.5
NI 3.0 =09 2.3 #11 7.0 #4.0 3.1 +0.6
I/S 1.56 =+0.06 1.5 =003 1.38 +0.04 1.8 004

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

Para tener un panorama mas claro de los cambios ocurridos a los 3 meses de edad, se
ejemplifican dichas modificaciones con algunos acidos grasos. En la figura 20A se muestra el
contenido de acido estearico en los 4 grupos. En las SHR el porcentaje fue de 13.9% mientras que
en las SHR-AL este &cido graso tuvo un mayor contenido (18.8%). Por su parte las SHR-STZ
mostraron un porcentaje de &cido esteérico muy similar al de SHR-AL (19.2%). En el caso de las
SHR-STZ-AL el contenido de acido esteérico fue 14.6%.

En lo que respecta al ALA, podemos ver en la figura 20B el porcentaje de este acido graso
en higado. Las SHR mostraron un 0.4% a los 3 meses de edad, por su parte las SHR-AL tuvieron

un porcentaje mas alto de acido o linolénico (0.7%), es importante recordar que el AL contiene un
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elevado porcentaje de este 4cido graso, por esta razén se observa una mayor proporcion de ALA
en este grupo de animales con respecto a las SHR. En las SHR-STZ el porcentaje fue de 0.1%,
este valor probablemente se gener6 por la hiperglicemia que presentaron estos animales. Caso
contrario, las SHR-STZ-AL tuvieron un contenido abundante de ALA, se puede ver que en este
grupo de animales el porcentaje fue de 1.2%, nuevamente como consecuencia del suplemento de
AL.
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Fig. 20. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en higados de los grupos de SHR,
SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 3 meses de edad. A) Cambios del acido estearico. B)

Cambios del &cido a linolénico. C) Cambios del &cido eicosapentaenoico. D) Cambios del acido

araquiddnico. n=6 *(P <0.05).

El EPA mostr6 variaciones del porcentaje entre los animales a los 3 meses de edad. En la

grafica 20C se observa que las SHR tuvieron un 0.4% de este &cido graso. En el caso de las SHR-
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AL muestran un mayor contenido de EPA a esta edad. El alto porcentaje que presentaron estos
animales se generd como consecuencia del ALA. Se ha mencionado, que el ALA es precursor de
EPA, de tal manera que el aceite de linaza contribuy6 en el alto contenido de los AGPIs w-3. Por
su parte, las SHR-STZ muestran 0.4% de EPA. En este grupo de animales el contenido de ALA fue
bajo y por lo tanto el acido derivado del ALA (EPA) también presenté un menor porcentaje. A la
misma edad pero en las SHR-STZ-AL, se observa un porcentaje mas alto de acido
eicosapentaenoico (0.8%), nuevamente como consecuencia del suplemento administrado a este

grupo de animales.

El 4cido araquidénico mostré variaciones considerables entre los diferentes grupos. En la
figura 20D se puede ver que en el grupo de SHR el contenido de acido araquidénico fue de 11.5%,
porcentaje bajo en comparacion a los otros grupos. Por su parte, las SHR-STZ tuvieron un
porcentaje de 17.1% de este &cido graso. En las ratas suplementadas con el aceite de linaza
(SHR-AL) el contenido de araquidonico fue el mas alto (20.6%) en comparacién con el resto de los
grupos. En las SHR-STZ-AL, también suplementadas, el contenido de acido araquiddnico fue de
18.5%.

Tabla 8. Composicién de acidos grasos (mol%) de higados de SHR

Higados

6 meses

Mol %
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.2 0.0 1.3* 07 0.0 =00 0.4 =02
Palmitico C16:0 21.2 06 18.6*% +1.1 23.1 #1.0 20.5 =07
Palmitoleico C16:1 0.7 +0.1 0.6 =01 4.0* +0.6 0.7 02
Estearico ci18:.0 13.6 #1.0 15.1 =+0.7 12.4 +1.3 15.8 +1.3
Oleico Cci18:1 125 =07 11.3 =+18 16.4* +1.2 10.8 =+0.8
Linoleico C18:2 25.8 +18 225 1.2 23.6 +25 21.6* 0.9
o Linolénico C18:3 0.6 01 3.7 05 0.5 =+0.0 1.5 01
Araquidénico C20:4 18.2 0.1 20.1* +0.1 14.1* +1.0 20.2* +1.3
EPA C20:5 0.3 0.0 1.0* +0.2 0.4 =+0.0 0.8* +0.0
DHA C22:6 26 203 2.8 #1.0 2.2 08 3.9 0.2
2.9 +0.8 1.8 +0.3 7.6 +2.0 3.0 =16
IS 1.7 +0.04 1.7 +0.03 1.73 +0.05 1.6 +0.02

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; I/S,

insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).
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Para saber si al paso del tiempo, aunado al desarrollo de la diabetes y la hipertension
contindan los cambios en la composicion de &cidos grasos, se determiné el contenido de éstos en
higados de SHR a los 6 meses de edad. En la tabla 8 se observa el porcentaje de los diferentes
acidos grasos en los 4 grupos de SHR. Hubo algunas modificaciones importantes que surgieron a
través del tiempo, ademas de la influencia que tuvo la diabetes y la hipertension.

Como ejemplo de dichas modificaciones tenemos al ALA. En la grafica 21A, se ve el
contenido de este acido graso en higado. A los 6 meses de edad las SHR muestran un bajo
porcentaje de este acido graso. Es importante sefialar que durante todo el estudio las SHR tuvieron
porcentajes bajos y a los 6 meses no fue la excepcion. A esta edad, los animales muestran un
0.5% de este acido graso. Por su parte, las SHR-STZ tuvieron un porcentaje similar (0.6%) a la
misma edad. Es posible que la hiperglicemia y la hipertensién hayan sido un factor importante
para que las SHR-STZ presentaran un bajo contenido de este acido graso a los 6 meses de vida.
En el caso de las ratas suplementadas (SHR-AL) el porcentaje de ALA fue alto a los 6 meses de
edad (3.7%) al igual que en las SHR-STZ-AL (1.5%). Estos porcentajes quizas son consecuencia

del alto contenido de ALA en el aceite de linaza.

Acido Alfa Linolénico en Higado A Acido Araquidénico en Higado B
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Fig. 21. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en higados de los grupos de SHR,
SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 6 meses de edad. A) Cambios del acido a linolénico. B)

Cambios del acido araquidonico. n=6 *(P <0.05).

En lo que respecta al &cido araquidonico, el contenido de este acido graso en higado fue
similar en los grupos de animales, no obstante, las SHR-STZ presentaron el menor porcentaje en
comparacion a los grupos restantes. En las SHR, el acido araquidénico fue de 18.2% a los 6

meses de vida. A la misma edad, las SHR-AL mostraron un contenido de 20.1%, un porcentaje
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ligeramente mas alto. Por su parte y como se habia mencionado, las SHR-STZ tuvieron una menor
proporcion (14.1%) respecto a los otros grupos, caso contrario, las SHR-STZ-AL presentaron un
porcentaje mas alto (20.2%).

Se analiz6 el I/S de higado a diferentes edades (Fig. 22B) y se observa que este cociente
tiende a aumentar al paso del tiempo, sin embargo, en las SHR-STZ-AL el cociente fue mayor a los
3 meses de edad. Se puede decir, que el aceite de linaza contribuyé al aumento en el cociente de

insaturacion en este grupo de animales.

Cociente de Insaturacion de Acidos Grasos
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Fig. 22. Cociente de insaturacion de acidos grasos de higados de los grupos de SHR a 1,3y 6

meses de edad. n=6 *(P <0.05).

A los 6 meses de edad, el I/S tiende a aumentar, sin embargo las SHR-STZ-AL no

muestran la misma tendencia, en el caso de estos animales hubo un ligero decremento.

En términos generales, se observa que a las diferentes edades y durante el desarrollo de la
diabetes y la hipertension ocurren cambios en el contenido de &cidos grasos, en especifico de los
acidos grasos poliinsaturados. Estos cambios pueden ser un factor importante en las
complicaciones que surgen con el padecimiento de estas enfermedades. Sin embargo, cuando

suministramos el AL se ve que el contenido de los acidos grasos w-3 fue mas alto, en concreto el
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ALA y el EPA, de tal suerte que un alto porcentaje de estos acidos grasos puede tener efectos

benéficos previniendo las complicaciones de la diabetes y la hipertension.

6.8 Composicién de acidos grasos de rifion de SHR

Las complicaciones de la DM2 afectan a varios 6rganos vitales, ademéas de favorecer el
desarrollo de diferentes padecimientos como arteriopatia coronaria, neuropatia e insuficiencia
renal. Esta Ultima complicacion origina gran parte de los casos de morbilidad y exceso de
mortalidad vinculados con la diabetes mellitus. Se ha propuesto que los 4cidos grasos juegan un
papel importante en la funcién del rifién. En ese sentido, se sabe que los acidos grasos esenciales

de 20 carbonos (EPA y acido araquiddnico) participan en la sintesis de los eicosanoides.

Tabla 9. Composicién de acidos grasos (mol%) de rifiones de SHR

Rifi6n

1 mes

Mol%
SHR SHR-STZ
Acidos Grasos Promedio Promedio
Miristico C14.0 1.4 =07 1.6 02
Palmitico C16:0 21.9 23 23.9 15
Palmitoleico C16:1 2.0 05 0.5 0.0
Esteérico C18:0 17.1 +21 16.3 +1.8
Oleico ci8:1 16.8 2.7 16.1 =14
Linoleico C18:2 14.8 +2.0 17.6 =15
y Linolénico  C18:3 0.2 0.2 0.4 00
o Linolénico C18:3 0.0 0.0 0.2 0.0
Araquidato C20:0 0.0 =00 0.6 =01
Araquidénico C20:4 14.6 0.4 16.5* 1.0
EPA C20:5 0.2 01 0.7 +0.2
DHA C22:6 52 21 48 1.2
NI 4.7 1.4 52 18
I/S 1.33 +0.09 1.35 +0.08

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; I/S,

insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

La composicion de acidos grasos en rifion de SHR y SHR-STZ se muestra en la tabla 9. Al
mes de vida, hubo pocas diferencias entre ambos grupos, sin embargo se pueden observar

algunas alteraciones. Ejemplo de ello se ve en el porcentaje de acido araquidénico, acido graso
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w-6 precursor de prostaglandinas de la serie 2 y leucotrienos de la serie 4. En las SHR el
contenido de este &cido graso fue de 14.6%, en las SHR-STZ, el porcentaje de araquiddnico fue
ligeramente mayor (16.5%). Otro acido graso que muestra diferencias es el EPA, acido graso w-3
precursor de prostaglandinas de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5. En las SHR, el porcentaje
de EPA fue de 0.2% mientras que en las SHR-STZ el contenido de este &cido graso fue mas alto
(0.7%). Los porcentajes anteriores muestran que el desequilibrio de los &acidos grasos
mencionados, inicia desde las primeras semanas de vida, lo cual podria tener repercusion

importante en el desarrollo de la diabetes y la hipertension.

Al analizar la composicion de acidos grasos de rifion a los 3 meses de vida se observaron
algunas modificaciones. Es posible que al paso del tiempo, el contenido de &cidos grasos sufra
cambios, sin embargo también pueden deberse a la hipertensién y/o la diabetes que padecieron

estos animales.

Tabla 10. Composicién de acidos grasos (mol%) de rifiones de SHR

Rifion
3 meses
Mol%
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.8 +0.2 0.8 +0.1 0.0 +0.0 1.1 +0.6

Palmitico C16:0 22.9 +1.8 20.2 +1.3 19.9 +1.0 21.0 +1.6
Palmitoleico C16:1 1.6 +0.4 1.3 +0.6 0.3* #0.1 1.0 +0.5
Esteérico C18:0 16.1 +0.7 15.1 +1.4 19.5 £2.0 16.5 +2.8
Oleico Ci18:1 18.1 +2.4 14.2 +1.8 13.5* +19 13.9 +3.1
Linoleico c18:2 17.1 +04 21.5* +16 17.4 +1.1  21.9% +2.0
o Linolénico C18:3 0.3 +0.1 1.4* +0.2 0.1 +0.0 1.0* +0.3
Araquidénico C20:4 175 +09 20.5* +10 24.0* 14 20.3* +0.6

EPA C20:5 0.4 +0.1 1.0* +0.2 0.2 +0.0 1.4* +0.3
DHA C22:6 1.8 +0.4 1.6 +0.4 1.9 +0.1 15 0.5
NI 3.0 +1.4 2.4 +1.3 7.0 2.5 2.3 +2.1
IS 142 +0.04 172 005 145 +005 1.57 +0.04

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; /S,

insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

En la tabla 10 se muestra la composicion de acidos grasos del rifidén a los 3 meses de edad.
Entre los grupos, hubo variaciones en la proporcion de los &cidos grasos. Un ejemplo, se observa

en el &cido linoleico (Fig. 23A) el cual se presentd en un 17.1% en las SHR. En lo que respecta a
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las SHR-STZ, este acido graso tuvo un porcentaje muy similar al de las SHR (17.4%). En ambos
grupos, la hipertension ya se habia establecido a los 3 meses de vida, es probable que la similitud
gue muestran en el menor contenido de &cido linoleico se deba al desarrollo de esta enfermedad.
Por otro lado las SHR-AL tuvieron un contenido més abundante de dicho &acido graso, en la figura
23A se puede ver que en este grupos de animales el porcentaje de acido linoleico fue de 21.5%,
por su parte las SHR-STZ-AL tuvieron una proporcion similar de este acido graso 21.9%.
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Fig. 23. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en higados de los grupos de SHR,
SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 3 meses de edad. A) Cambios del acido linoleico. B) Cambios

del &cido a linolénico. C) Cambios del acido eicosapentaenoico. D) Cambios del &cido

araquiddnico. n=6 *(P <0.05).

El ALA mostro variaciones en los grupos de animales a 3 meses de edad. El contenido de

dicho acido graso en rifion de los grupos se muestra en la figura 23B. Las SHR presentaron un
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porcentaje muy bajo de ALA (0.3%), posiblemente, porque el contenido de este acido graso en la

dieta fue muy bajo, aunque también pudo haber contribuido el desarrollo de la hipertension.

Las SHR-STZ, tuvieron una proporcion todavia mas baja de ALA (0.1%), este grupo curso
con la hipertension desde la séptima semana de edad, ademas de presentar hiperglicemia. Aunado
a las patologias, el alimento que consumieron presentd un bajo contenido de ALA. Estos factores,
quiza influyeron para el bajo porcentaje de ALA que tuvieron los rifiones de las SHR-STZ.

Caso contrario al de los grupos anteriores, las ratas SHR-AL y SHR-STZ-AL muestran un
porcentaje alto de ALA. Las SHR-AL tuvieron una contenido de 1.4% de este acido graso mientras
gue en las SHR-STZ-AL la proporcion fue de 1.0%. En el caso de estos grupos, el aumento del
ALA se debe al suplemento de AL, el cual como ya se ha dicho anteriormente, tiene una proporcién
elevada de a linolénico y consecuentemente, este porcentaje se ve reflejado en el rifidén de SHR-
ALYy SHR-STZ-AL.

En lo que respecta al EPA (Fig.23C) se observan diferencias entre grupos en el porcentaje
de dicho &cido graso a los 3 meses de edad. Las SHR muestran una proporcion baja de EPA
(0.4%) al igual que las SHR-STZ las cuales tuvieron 0.2% del mismo acido graso. Cabe sefialar
gue el acido graso precursor de EPA, ALA, también mostré un porcentaje bajo y por consecuencia,
que el EPA presente en el rifién de estos animales tuviera una pequefia proporciéon. En los grupos
suplementados con el AL vemos que el EPA fue mas abundante. En las SHR-AL y SHR-STZ-AL el
contenido de este acido graso fue de 1.0 y 1.4% respectivamente. En estos grupos, el ALA tuvo un
alto porcentaje y, por lo tanto, la proporcién de EPA también fue alta.

El acido araquidénico también se vio afectado con el paso del tiempo, aunado a la diabetes
y la hipertension. Este acido graso desempefia un papel importante en la funcién del rifién y en el
desarrollo de la hipertensién. Por lo tanto, alguna modificacion en el contenido de acido
araquidonico puede repercutir en la presion arterial. En la figura 23D se observa que las SHR
presentaron la proporcién més baja de &cido araquidonico en comparacion a los grupos restantes.
En estos animales el porcentaje fue de 17.5%. Por otro lado las SHR-STZ tienen el porcentaje mas

alto respecto a los otros grupos (24%).

En el caso de las SHR-AL y SHR-STZ-AL (Fig. 23D) el contenido de &cido araquidonico fue
similar en ambos grupos (20.5 y 20.3% respectivamente). Cabe sefalar que a esta edad (3
meses) aun no se habia desarrollado la hipertension en ambos grupos y la concentracion de
glucosa se mantuvo en un nivel basal. Tal vez por ese control de la glicemia, el porcentaje de acido

araquidonico que presentan estos animales sea similar a esta edad.
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Tabla 11. Composicién de &cidos grasos (mol%) de rifiones de SHR

Rifion

6 meses

Mol %
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.0 +0.0 0.6* +0.2 0.0 +0.0 0.0 +0.0

Palmitico C16:0 19.8 +0.2 18.7 +15 21.1* +05 18.3* 10
Palmitoleico C16:1 1.3 +0.1 1.1 +0.5 0.5 03 0.9 +0.3
Esteérico C18:0 12.3 +0.2 16.0* 122 16.8* 109 154* 117

Oleico Cci1s8:1 17.6 +0.7 14.1* 112 159 21 134* 4238
Linoleico C18:2 27.6 +0.4 23.5* 131 20.2* +20 23.1* 34
a Linolénico C18:3 0.5 +0.0 1.2*  +03 0.1* 00 1.3* +0.2
Araquiddénico C20:4 15.1 0.1 18.2* 108 23.4* 10 20.7* 32
EPA C20:5 0.1 +0.0 1.1* +0.1 0.1 +0.0 0.7* +0.1
DHA C22:6 0.9 +0.1 1.1 #0.1 1.7 +0.8 1.4 £0.1
NI 2.8 +0.4 4.3 +2.0 4.8 12 4.0 2.1
I/S 1.96 +0.05 1.7 0.04 1.63 o006 1.82 0.04

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; I/S,

insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

En la tabla 11 se muestra que al llegar a los 6 meses de edad, ocurrieron modificaciones en
el contenido de acidos grasos de rifion de los grupos de SHR. Para ejemplificar la modificacién de
dichos &cidos grasos en el rifion se muestra el contenido de ALA en la figura 24A. En las SHR este
acido graso tuvo un porcentaje de 0.5%, en el caso de las SHR-STZ la proporcion fue todavia
menor (0.1%). Se reporta que durante la diabetes y la hipertension el contenido de los &cidos
grasos esenciales y en especifico los acidos w-3, sufre modificaciones reflejandose en un menor
porcentaje (Delachambre et al., 1998, Pérez et al., 2010). Los resultados de este estudio son

coherentes con lo antes referido ya que el ALA, un &cido graso w-3, tuvo un bajo porcentaje.

En las SHR-AL y SHR-STZ-AL la proporcién de ALA en rifién fue mayor. En las SHR-AL el
contenido fue de 1.2%, mientras que las SHR-STZ-AL tuvieron un porcentaje de 1.3%. Se puede
decir, que el AL favorecié un mayor contenido de acido o linolénico en el rifion de estos animales.
Es posible que el contenido relativamente alto de dicho &cido graso contribuyera a retrasar el

desarrollo de la hipertension.
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Fig. 24. Modificaciones en la composicién de acidos grasos en higados de los grupos de SHR,
SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 3 meses de edad. A) Cambios del acido a linolenico. B)

Cambios del acido eicosapentaenoico. n=6 *(P <0.05).

Otro acido graso w-3 que mostrd una variacion en su porcentaje fue el EPA. La figura 24B
muestra el contenido de EPA en rifidn de las SHR. En este grupo, al igual que en las SHR-STZ el
contenido fue muy bajo (0.1%). Por su parte las SHR-AL presentaron un contenido mas abundante
(1.1%). En el caso de las SHR-STZ-AL también se ve un porcentaje alto en comparacion de los

grupos no suplementados (0.7%).

Una vez que se determind la composicion de acidos grasos de rifién de los cuatro grupos de
SHR, se obtuvo el I/S para observar el efecto de la disminuciéon o en su caso un aumento de los
acidos grasos poliinsaturados durante el desarrollo de la diabetes y la hipertensién. En la figura 25
se puede ver que a los 3 meses de edad, las SHR y las SHR-STZ mostraron un cociente menor en
comparacion a las ratas suplementadas. Sin embargo en las SHR hubo un considerable aumento

en el I/S a la edad de 6 meses.

Por su parte las ratas suplementadas con el AL tuvieron un aumento en el I/S a los 3 meses

de edad siendo mayor en las SHR-AL y se mantuvieron asi hasta los 6 meses de edad
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Fig. 25. Cociente de insaturacion de acidos grasos de rifidén de los grupos de SHR a 1,3 y 6 meses

de edad. n=6 *(P <0.05).

6.9 Fluidez membranal en microsomas de higado

Para realizar mediciones de fluidez membranal se han utilizado diferentes modelos de
membranas, como son los fantasmas de eritrocitos y los microsomas. Estos ultimos, son utilizados
como un referente de las modificaciones que ocurren en las membranas celulares de diferentes
organos. Es posible que durante el desarrollo de la diabetes e hipertensiéon ocurran cambios en la
fluidez de la membrana de higado y rifidbn a diferentes edades lo que contribuye a las

complicaciones de estas enfermedades conforme progresan.

Por lo anterior se realizaron mediciones de fluidez membranal en microsomas de higado
para observar las modificaciones en estas membranas a través del tiempo, asi como durante el

desarrollo de la hipertension y/o la diabetes.
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Fig. 26. Fluidez membranal detectada por el monitor de fluorescencia DPiP en microsomas de

higado de SHR a 1, 3y 6 meses de edad. n=6 *(P <0.05).

En la figura 26 se puede ver la fluidez membranal de microsomas de higado de los 4 grupos
de SHR, dada por el cociente le/Im del DPiP. Al mes de edad, la fluidez que presentaron los 4
grupos de animales fue similar, cabe sefalar que en el caso de las SHR-AL y SHR-STZ-AL aun no
se habia administrado el suplemento de AL.

A los 3 meses de vida, la fluidez de los microsomas en los 4 grupos tiende a aumentar, sin
embargo, en las SHR-AL y las SHR-STZ-AL el incremento fue mayor. Es probable que el AL
favoreciera este aumento. Como una posible explicacién se puede decir que el contenido de los
acidos grasos poliinsaturados haya sido mas abundante en las membranas de SHR-AL y SHR-
STZ-AL y de esa manera favoreciera un aumento en la fluidez de estos animales. Por su parte, las
SHR y SHR-STZ presentaron un ligero incremento en su fluidez membranal a la misma edad (3

meses).

A los 6 meses de vida, las SHR-AL mostraron un decremento discreto en la fluidez
membranal de los microsomas mientras que, al medir la fluidez de las SHR-STZ-AL, el DPiP
reportd la misma fluidez reportada a los 3 meses de vida. En lo que respecta a los microsomas de
SHR y SHR-STZ, tuvieron un incremento en su fluidez, siendo igual a la reportada en los grupos

suplementados con el aceite de linaza.
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Los resultados de fluidez membranal reportados por el cociente le/lm del DPiP reflejan
modificaciones en las membranas de microsomas de higado durante el desarrollo de la diabetes y
la hipertension. Asi mismo, el suplemento de aceite de linaza parece haber contribuido a un
aumento de la fluidez membranal. En el caso de las ratas suplementadas con el AL se observa un
mayor aumento en la fluidez de sus membranas a partir del mes de edad, después incrementd
considerablemente a los 3 meses de edad y se mantuvo asi hasta los 6 meses de vida. Se analizé
la composicion de acidos grasos de las membranas microsomales de higado en los diferentes
grupos de SHR para saber si, al igual que en los fantasmas de eritrocitos, la fluidez membranal
depende primordialmente de la composicion de acidos grasos.

6.10 Composicion de &cidos grasos de microsomas de higado en SHR

En la tabla 12 se muestra el contenido de los diferentes acidos grasos en microsomas de
higado de SHR y SHR-STZ al mes de vida. A esta edad, se observan cambios entre los dos
grupos. Como ejemplo de las modificaciones se muestra al acido palmitico. En las SHR la
proporcion de este acido graso fue de 20.6%, por su parte las SHR-STZ tuvieron un mayor
contenido de acido palmitico (28.9%). Es importante mencionar que en el caso de este Ultimo
grupo, se presentd hiperglicemia desde los primeros dias de vida (Fig.2). Probablemente la
diabetes de estos animales influyé el incremento de este acido graso en las membranas

microsomales.

En la tabla 12, se puede ver que el &cido araquidénico también mostré diferencias entre los
dos grupos de animales al mes de edad. Los microsomas de higado de las SHR tuvieron un
contenido de 23.9%. Por su parte las membranas microsomales de SHR-STZ mostraron una
menor proporcion de este acido graso a la misma edad (16.1%).

Ciencias Biolégicas UNAM 72



Tabla 12. Composicién de &cidos grasos (mol%) de microsomas de higado (1 mes de edad)

Acidos Grasos

Miristico C14.0
Palmitico C16:0
Palmitoleico C16:1
Esteérico C18:0

Oleico ci8:1
Linoleico c18:2
y Linolénico  C18:3
CLA C18:2

o Linolénico C18:3
Araquidénico C20:4

EPA C20:5
DHA C22:6
NI
I/S

Microsomas Higado

1 mes
Mol%

SHR SHR-STZ
Promedio Promedio
0.4 +0.2 04 +0.2
20.6 +0.5 28.9* +0.5
2.6 +0.7 2.6 +0.7
23.7 +1.2 23.7 +1.2
8.7 +0.8 4.2* +0.8
11.3 0.7 15.4* 0.7
0.4 +0.0 0.4 +0.0
0.2 #0.1 0.2 #0.1
0.0 0.0 0.0 0.0
23.9 0.5 16.1* 0.5
0.1 +0.2 0.1 +0.2
6.5 +0.2 6.5 +0.2
1.5 +0.4 15 +0.4
1.2 +0.06 0.9 +0.09

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

Al parecer la diabetes pudo haber modificado la composiciéon de acidos grasos de SHR-

STZ desde el primer mes de edad. Es probable que al paso del tiempo, aunado a las patologias

presentes en estos animales, contintden las modificaciones de los acidos grasos de las membranas

de microsomas.

Continuando con el andlisis de los acidos grasos de microsomas de higado se observa que

a los 3 meses de edad hubo diferencias entre los grupos de SHR. La edad, la hipertension y en

algunos casos la diabetes, parecen haber influido en los cambios que se presentaron a esta edad.
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Tabla 13. Composicion de acidos grasos (mol%) de microsomas de higado (3 meses de
edad)

Microsomas Higado

3 meses
Mol%
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio

Miristico C14.0 0.3 +0.2 0.4 +0.0 0.4 +0.2 0.3 £0.1
Palmitico C16:0 21.8 0.7 19.0 2.6 19.5 +0.5 235 *1.1
Palmitoleico C16:1 1.0 +0.7 0.4 +0.1 2.6* +0.7 0.9 +0.1
Estearico C18:0 164 +16 16.7 2.4 24.8* +1.2 11.8* +1.3
Oleico ci8:1 10.1 o8 15.7* +2.2 7.4* +0.8 21.1* 2.7
Linoleico C18:2 19.2  +07 20.2 +0.8 12.7* +0.7 24.6* +0.6
yLinolénico C18:3 12 =02 0.3* £0.2 0.4* £0.0 0.2* £0.2
CLA C18:2 0.4 +0.1 0.7* +0.04 0.2 +0.07 1.1* 0.1
a Linolénico C18:3 0.0 +0.0 0.6* +0.2 0.0 £0.0 0.5* £0.5
Araquidénico C20:4 21.3 05 18.8* £1.3 225 £0.5 12.7* £1.3
EPA C20:5 0.3 +0.1 2.1* +0.5 0.1 +0.1 0.3* +0.0
DHA C22:6 7.3 +0.2 3.3* +0.3 7.6* +0.2 2.3* +0.2
NI 0.6 +0.4 1.1 +0.6 15 +0.4 1.0 0.5
I/S 158 +03 1.70 +0.2 1.23 +0.1 1.74 +0.3

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

En la tabla 13 se observa la composicion de acidos grasos en microsomas de higado a los
3 meses de edad. Los 4 grupos presentan diferencias en el porcentaje de la composicion lipidica
de sus membranas. Como ejemplo de las modificaciones que se generaron a los 3 meses de edad
se muestra al acido estearico. En la figura 27A se puede ver que las SHR tuvieron un porcentaje
de 16.4%. En el caso de las SHR-STZ el contenido de este acido graso fue abundante (24.8%),

siendo mayor a diferencia de los grupos restantes.

En lo que respecta a los grupos suplementados con AL (SHR-AL), el contenido de &cido
estearico fue 16.7%, muy similar al porcentaje de las SHR. Por su parte, las SHR-STZ-AL tuvieron
un 11.8%, en este grupo de animales, se presento la menor proporcion de acido esteérico respecto

a los otros grupos.
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Fig. 27. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en microsomas de higado de los
grupos de SHR, SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 3 meses de edad. A) Cambios del acido

estedrico. B) Cambios del 4cido oleico. C) Cambios del acido a linolénico. D) Cambios del acido

araquiddnico. n=6 *(P <0.05).

El acido oleico mostrd variaciones entre los grupos de animales (Fig. 27B). Las SHR
tuvieron un porcentaje de 10.1%, en el caso de las SHR-STZ presentaron una menor proporcion de
acido oleico (7.4%). Las SHR-AL mostraron un contenido mas abundante de dicho acido graso, en
estos animales la proporcién fue de 15.7%. Asimismo, en las SHR-STZ-AL el porcentaje de &cido

linoleico fue todavia mas alta (21.1%) comparandolo con los otros grupos.

Una constante en la composicién de acidos grasos de los 6rganos analizados (higado y
rifién), asi como en las membranas de eritrocitos, ha sido los bajos porcentajes de ALA que
presentan los animales no suplementados con AL. En el caso de los microsomas no fue la
excepcion. En la figura 27C se observa que el contenido de ALA en las SHR fue de 0.4%, mientras
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gue en las SHR-STZ la proporcién de este acido graso fue de 0.2%, siendo el grupo con el menor
contenido de ALA.

Las ratas suplementadas con AL (SHR-AL y SHR-STZ-AL) presentaron un contenido mas
abundante de ALA, En las SHR-AL la proporcion de &cido a linolénico fue de 0.7% mientras que en
las SHR-STZ-AL el porcentaje fue de 1.1%.

Otro acido graso que mostrd diferencias en su porcentaje fue el acido araquidénico (Fig.
27D). En las SHR el contenido fue de 21.3% por su parte las SHR-STZ tuvieron un contenido
ligeramente mayor (22.5%). En el caso de las SHR-AL la proporcién de &cido araquidénico, fue
ligeramente menor (18.8%) respecto a los grupos anteriores. Sin embargo fueron las SHR-STZ-AL

(12.7%) las que presentaron el menor contenido de dicho acido graso.

Tabla 14. Composicion de acidos grasos (mol%) de microsomas de higado (6 meses de
edad)

Microsomas Higado

6 meses
Mol%
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.3 +0.1 0.2 +0.1 0.2 +0.1 0.3 +0.1

Palmitico C16:0 26.5 +1.3 20.5* +11 23.5* 113 24.1 +1.1
Palmitoleico C16:1 0.8 +0.2 0.5 +0.1 0.7 +0.2 1.0 +0.1
Estearico C18:0 14.4 +0.3 18.0* +0.3 16.9* +08 13.2* 107

Oleico Cci18:1 12.5 +1.0 9.3* 01 114 +0.8 10.5 +3.4
Linoleico C18:2 21.4 +0.3 20.9 08 20.6 24 25.3* +15
y Linolénico C18:3 0.5 +0.0 04 201 0.6 +0.1 0.5 +0.1
CLA C18:2 0.6 0.1 0.6 +0.1 0.5 0.1 1.1* +0.2

a Linolénico C18:3 0.5 +0.3 0.3 02 0.5 +0.1 0.5 +0.2
Araquidénico C20:4 200 07 24.6* 05 244* +#15 189 11

EPA C20:5 0.0 +0.0 0.4* 101 0.1 +0.1 0.4* +0.1
DHA C22:6 2.3 +0.7 4.3* 101 0.7 +0.4 3.7* +0.9
NI 0.2 +0.0 0.1 +0.0 0.1 +0.0 0.1 +0.0
IS 1.41 +0.2 1.58 +0.1 1.46 +0.1 1.64 +0.2

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).
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En la tabla 14 se observa la composicién de acidos grasos de microsomas de higado de
rata a los 6 meses de edad, se puede ver que ocurrieron modificaciones. Un ejemplo de estos
cambios se observa en al acido estearico (Fig. 28A). En las SHR el contenido de este acido graso
fue de 14.4%. Por su parte las SHR-STZ tuvieron un 16.9%, un porcentaje mas alto que el resto de
los grupos. En el caso de las SHR-AL la proporcién de &cido esteérico fue de 18%, mientras que
en las SHR-STZ-AL el contenido fue menor (13.2%).

Otro &cido graso que muestra variaciones en su porcentaje fue el acido araquidoénico. En la
figura 28B se puede ver que a los 6 meses de edad las SHR tuvieron un 20%, en el caso de las
SHR-STZ la proporcién fue mayor (24.4%). En lo que respecta a los animales suplementados con
AL el contenido de este &cido graso fue de 246 y 18.9% (SHR-AL y SHR-STZ-AL
respectivamente).

Acido Estearico en Microsomas de Higado Acido Araquidénico en Microsomas en Higado

20 4 28 1
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E 14 14 4
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12 T Y 10 -
SHR SHR-AL  SHR-STZ SHR-STZ-AL SHR SHR-STZ SHR-STZ-AL
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Fig. 28. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en microsomas de higado de los
grupos de SHR, SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 6 meses de edad. A) Cambios del acido

estearico. B) Cambios del 4cido araquiddnico. n=6 *(P <0.05).

Al paso del tiempo se observaron cambios importantes en el contenido de acidos grasos de
los diferentes grupos. No se descarta que las patologias involucradas (diabetes e hipertension)
hayan favorecido estas modificaciones. En algunos casos hubo acidos grasos que mostraron un
decremento a través del tiempo, como en el caso del acido esteéarico (Fig. 29A). Otros acidos
grasos como el acido a linolénico (Fig. 29B) tendieron a incrementar al paso de los meses. Sin
embargo, aunque los cuatro grupos muestran un aumento de este acido graso, fue en las SHR-AL

y SHR-STZ-AL donde se vio un mayor incremento.
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Fig. 29. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en microsomas de higado de SHR,
SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 1, 3y 6 meses de edad. A) Cambios del 4cido estearico. B)

Cambios del &cido a linolénico. C) Cambios del acido linoleico D) Cambios del acido araquidoénico.

n=6 *(P <0.05).

Al transcurso de los meses el acido linoleico mostrd una tendencia a aumentar a partir del
primer mes de vida, exceptuando el grupo de las SHR-STZ, en este grupo, fue hasta los 3 meses

de edad cuando mostraron un incremento en el porcentaje de acido linoleico (Fig. 29C).

Por su parte el acido araquidénico también mostré variaciones en su porcentaje en los
grupos de animales a través del tiempo. En el caso de este acido graso, su patrén fue un tanto
irregular. Por ejemplo, en las SHR-AL el contenido disminuyé a los 3 meses de edad, sin embargo,
aumento6 a los 6 meses de vida. En el caso de las SHR-STZ-AL se observa que a los 3 meses de
vida hubo un decremento en el porcentaje de araquidénico, sin embargo, aumento

considerablemente a los 6 meses.
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Al analizar el I/S se puede ver que los grupos suplementados con el AL tuvieron un
incremento en dicho cociente a partir del primer mes de edad y se estabilizo a partir de los 3 meses
de vida. Es posible que el AL favoreciera el aumento en la fluidez de microsomas de SHR-AL y
SHR-STZ-AL.

En el caso de los animales diabéticos (SHR-STZ) el I/S aument6 a partir del mes de vida y
se mantuvo asi hasta los 6 meses de edad; sin embargo, las membranas microsomales de estos

animales no alcanzaron el mismo grado de insaturacion que las ratas suplementadas.
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Fig. 30. Cociente de insaturacién de microsomas de higado de los grupos de SHR a 1,3 y 6 meses

de edad. n=6 *(P <0.05).

6.11 Fluidez membranal en microsomas de rifién

En resultados anteriores se mostré la fluidez reportada por el DPIP en microsomas de
higado (Fig. 26). En este apartado se describen los resultados que se obtuvieron en la medicion de
la fluidez en microsomas de rifidn.

En la figura 31 se observa la fluidez que reporté el DPiP en microsomas de rifion. Podemos
ver que los 4 grupos de animales muestran una tendencia a aumentar a partir del primer mes de
vida. En el caso de los animales suplementados con aceite de linaza (SHR-AL), a los 3 meses de

edad, el aumento en la fluidez de los microsomas fue mayor con respecto a los otros grupos, a los
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6 meses de vida vemos que las membranas microsomales mantuvieron la tendencia a aumentar,

mostrando una fluidez similar a las SHR.

Por su parte, las SHR-STZ-AL mostraron un incremento en la fluidez membranal al mes de
edad, sin embargo, a partir de los 3 meses de vida tuvieron un drastico decremento en la fluidez
microsomal. En las membranas de SHR-STZ hubo un aumento en su fluidez a partir del primer
mes de vida y se mantuvieron con esta tendencia hasta los 6 meses de vida. No obstante, la
fluidez reportada por el DPiP en estos animales a la edad de 3 meses fue inferior en comparacion
con los grupos suplementados con AL.

Fluidez membranal en Microsomas de Rinén
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Fig. 31. Fluidez membranal detectada por el monitor de fluorescencia DPiP en microsomas de

rifion de SHR a 1, 3y 6 meses de edad. n=6 *(P <0.05).

6.12 Composicion de acidos grasos de microsomas de rifién

Se midio la fluidez membranal con el monitor de fluorescencia DPiP. Se observa que esta
se modifica al paso de los meses. En el caso de las ratas suplementadas con el aceite de linaza
(SHR-AL) se vio un aumento en la fluidez de sus membranas a partir del mes de edad y se
mantuvo asi hasta los 6 meses de vida (Fig. 31). Se analiz6 la composicion de acidos grasos de
las membranas microsomales de rifion en los diferentes grupos de SHR para saber si, al igual que
en los fantasmas de eritrocitos, la fluidez membranal depende principalmente de la composicién de

acidos grasos.

Ciencias Biolégicas UNAM 80



Tabla 15. Composicién de &cidos grasos (mol%) de microsomas de rifién (1 mes de edad)

1 mes
Microsomas Rifion
Mol%
SHR SHR-STZ
Acidos grasos Promedio Promedio
Miristico C14:0 14 +0.7 1.6 +0.2

Palmitico C16:0 276 23 29.1 +1.5
Palmitoleico C16:1 2.0 +0.5 0.5* +0.0
Estearico C18:0 21.7  +21 22.3 +1.8
Oleico Ci18:1 16.8 +2.7 16.1 +1.4
Linoleico C18:2 144 +10 14.6 +0.1
y Linolénico C18:3 0.2 +0.0 0.0 +0.0
o Linolénico C18:3 0.0 £0.0 0.2 £0.0
Araquidénico C20:4 13.0 08 135 111

EPA C20:5 0.4 +0.1 0.3 +0.2
DHA C22:6 2.2 +0.1 1.8 +0.2
NI 0.0 +1.4 0 +1.8
IS 0.97 +0.1 0.88 +0.1

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; /S,

insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

En la tabla 15 se muestran los diferentes acidos grasos de los microsomas de rifiébn a 1 mes
de edad. Hubo pocas variaciones de los acidos grasos entre ambos grupos de animales. Por
mencionar un ejemplo, el cido palmitoleico. En el caso de las SHR el porcentaje de dicho &cido
graso fue de 2.0%. Por su parte las SHR-STZ mostraron una menor proporcién de &cido
palmitoleico (0.5%). Otro &cido graso que mostré diferencias fue el ALA. En las membranas
microsomales de SHR no se presentd este acido graso mientras que en las SHR-STZ el contenido
de ALA fue de 0.2%. Parece ser que a esta edad, la diabetes tuvo efectos severos en la
composicion de &cidos grasos de las SHR-STZ, por ello no se ven cambios relevantes con
respecto a las SHR.

Al analizar la composicion de &cidos grasos de microsomas de rifion a los 3 meses de vida,
se observan algunas modificaciones que se generaron en los animales no suplementados: un
mayor contenido de acidos grasos saturados, ademas de un bajo contenido de AGPIs w-3. Es
posible que con la edad, el contenido de &cidos grasos cambie, sin embargo también puede ser

consecuencia de la hipertension y/o la diabetes que padecieron estos animales.
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Tabla 16. Composicién de acidos grasos (mol%) de microsomas de rifién (3 meses de edad)

Microsomas Rifién

3 meses
Mol%

SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio
Miristico C14:0 0.5 £0.0 0.8 +0.2 0.5 =00 0.5 £0.2
Palmitico C16:0 29.3 +1.8 23.2* +0.4 285 +18 24.5* +0.7
Palmitoleico C16:1 1.9 +0.2 14 #0.1 1.9 +0.2 0.7* 0.1
Estearico c18:0 18.6 *1.1 16.0 £0.5 205 =+11 16.5* +0.6
Oleico C18:1 14.8 0.4 16.8 +2.3 14.8 04 12.4* +0.5
Linoleico C18:2 12.7 +0.9 14.8 +0.7 129 0.9 19.2* +0.7
y Linolénico C18:3 0.0 +0.0 0.0 +0.0 0.0 =00 0.0 +0.0
CLA C18:2 0.4 +0.1 0.2 +0.3 0.4 +0.1 0.0 +0.0
a Linolénico C18:3 0.1 +0.0 1.0* +0.1 0.1 +0.0 1.1* +0.2
Araquiddénico C20:4 19.4 +1.8 21.2 +0.4 183 +18 215 #1.1
EPA C20:5 0.0 +0.0 2.4* +0.4 0.0 +0.0 0.3* +0.1
DHA C22:6 1.6 +0.1 14 +0.1 14 +0.2 1.7 +0.3
NI 0.9 +0.8 0.8 +1.0 0.9 +0.8 1.6 +0.7
I/S 1.04 +0.2 1.48 +0.1 1.00 =+01 1.37 +0.1

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

A la edad de 3 meses, ocurrieron varias modificaciones en el contenido de acidos grasos de
SHR y SHR-STZ (tabla 16). Ejemplo de estos cambios se observa en el &cido palmitico (Fig. 32A).
En las SHR la proporcion de este acido graso fue de 29.3%, por su parte las SHR-STZ tuvieron un

contenido similar de acido palmitico (28.5%).

Ciencias Biolégicas UNAM 82



Acido Palmitico en Microsomas de Rifiéon Acido Alfa Linolénico en Microsomas B

de Rifién

324 1.4 4 %
_ 39 T 1.2
q *
S 28 A T
g * 1.0 1
= 26 f\;\
o * S sl
S 24 S o0
= E
E 2| < 0.6 1
g —
o 201 <
3 0.4
E 18 4

16 0.2

14 T 0.0 . >

SHR SHR-STZ SHR-STZ-AL SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Grupos Grupos

Fig. 32. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en microsomas de rifién de los grupos
de SHR, SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 3 meses de edad. A) Cambios del acido palmitico

B) Cambios del 4cido a linolénico. n=6 *(P <0.05).

En lo que respecta a las ratas suplementadas con AL el contenido de acido palmitico fue
menos abundante. Es probable que el aceite de linaza contribuyera al menor contenido de grasas
saturadas, favoreciendo un aumento en la fluidez membranal de estos grupos a los 3 meses de
edad (Fig. 31). Las SHR-AL presentaron un 23.2% de acido palmitico mientras que las SHR-STZ-

AL tuvieron un contenido ligeramente mayor (24.5%).

En la figura 32B se observa el porcentaje de ALA en los cuatro grupos de animales. En el
caso de las SHR la proporcion de ALA fue muy baja (0.1%). Asimismo, las SHR-STZ tuvieron el
mismo contenido que las SHR (0.1%). En resultados anteriores se ha visto que al suplementar a
los animales con el AL el porcentaje de AGPIs w-3, principalmente el ALA, aumenta
considerablemente y en microsomas de rifion no fue la excepcién. En las SHR-AL el porcentaje de
este acido graso fue de 1.0%, evidentemente un contenido mas alto que en las SHR. Por su parte,
las SHR-STZ-AL presentaron una proporcion de 1.1% de ALA. Esta reportado, que la ingesta de
acidos grasos w-3 puede tener efectos benéficos en la salud. De acuerdo a los datos aqui
mostrados (Figs. 6A, 9y 32), el aumento de este &cido graso contribuyo a retrasar el desarrollo de

la hipertension y un control de la glicemia de las SHR-STZ-AL.

Al continuar analizando la composicion de acidos grasos de microsomas de rifion, se
observa que a la edad de 6 meses hubo cambios en el porcentaje de algunos acidos grasos entre
los 4 grupos de animales. En la tabla 17 se puede ver que el contenido de los 4cidos grasos w-3 es

mayor en los grupos suplementados con el AL.
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Tabla 17. Composicién de &cidos grasos (mol%) de microsomas de rifién (6 meses de edad)

Microsomas de Rifién

6 meses
Mol%
SHR SHR-AL SHR-STZ SHR-STZ-AL
Acidos Grasos Promedio Promedio Promedio Promedio

Miristico C14:0 0.6 +0.3 0.7 £0.2 0.6 £0.0 0.6 £0.1
Palmitico C16:0 23.7 +0.8 23.2 +1.4 25.1 +0.9 254 +0.2
Palmitoleico C16:1 1.7 +1.0 1.0 +0.6 1.2 +0.2 0.7 +0.5
Estearico C18:0 15.0 +0.6 14.1 +0.3 16.4* £0.1 16.8 *1.7
Oleico C18:1 14.9 +1.3 15.4 +0.9 11.4* +1.8 12.3* +0.3
Linoleico C18:2 18.2 +1.0 19.7 *1.2 16.6 +0.3 18.7 £0.3
y Linolénico C18:3 0.0 +0.0 0.0 +0.1 0.2* +0.0 0.1 +0.1
CLA C18:2 0.4 +0.3 0.5 +0.3 0.0 +0.0 0.1 +0.1
o Linolénico C18:3 0.3 +0.1 1.0* +0.0 0.2 +0.0 0.9* +0.0
Araquidénico C20:4 25.0 +1.4 22.5 #1.1 27.0 *1.2 23.4 +0.5
DHA C22:6 0.2 +0.1 1.3* +0.2 0.2 +0.0 1.0* £0.1
NI 0.0 +0.0 0.0 £0.1 0 +0.0 0.0 £0.0
I/S 1.5 +0.1 1.6 +0.1 1.4 +0.1 1.3 +0.1

Abreviaturas: CLA, Acido Linoleico Conjugado; EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico;

NI, No identificados; I/S, insaturados sobre saturados. n=6 *(P <0.05).

Como ejemplo de las modificaciones en el contenido de acidos grasos w-3 en microsomas
se muestra el porcentaje de ALA (Fig 33A). Las SHR tuvieron un porcentaje bajo de dicho acido
graso. En microsomas de estos animales el contenido de ALA fue de 0.3%, asimismo en las SHR-
STZ el porcentaje fue de 0.2%. Caso contrario, en los grupos suplementados con AL el contenido
de ALA fue relativamente abundante. En las SHR-AL la proporcién fue de 1.0%, mientras que en
las SHR-STZ-AL el ALA tuvo un porcentaje de 0.9%.

Otro &cido graso que mostré diferencias entre los grupos, fue el DHA, el cual también
pertenece a la familia de los w-3. En la figura 33B se observa que en los animales no
suplementados (SHR y SHR-STZ) el contenido de dicho acido graso en las membranas

microsomales fue bajo, en ambos grupos, la proporcién del DHA fue de 0.2%.
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Fig. 33. Modificaciones en la composicion de acidos grasos en microsomas de rifidn de los grupos
de SHR, SHR-AL, SHR-STZ y SHR-STZ-AL a 6 meses de edad. A) Cambios del 4cido a linolénico

B) Cambios del acido docosahexaenoico. n=6 *(P <0.05).

En el caso de los grupos suplementados con AL, el contenido de DHA fue mayor. Es
probable que al aumentar el ALA (acido graso precursor de EPA y DHA) se favoreciera el aumento
de DHA en los microsomas de SHR-AL y SHR-STZ-AL. En la figura 33B se muestra que las SHR-
AL tuvieron un contenido abundante de DHA (1.3%). Por su parte las SHR-STZ-AL presentaron un
contenido similar de dicho &cido graso (1.0%). El aceite de linaza, favorecié el aumento en el
contenido de &cidos grasos poliinsaturados w-3, en especifico de ALA y DHA en las membranas
microsomales de rifién. Quiza, este alto contenido de w-3 tuvo una participacion importante en el

retraso de la hipertension asi como en la magnitud de la misma.

Al analizar el I/S, se puede ver que en el caso de los grupos suplementados con AL, el I/S
aument6 a los 3 meses de edad manteniéndose asi hasta los 6 meses de vida. Cabe mencionar
gue a los 3 meses de edad, las SHR-AL y SHR-STZ-AL mostraron un cociente alto, mayor que en
los grupos restantes (SHR y SHR-STZ). Es probable que el AL participara en el aumento del I/S a
los 3 meses de vida y que participara de manera importante en el mantenimiento de la fluidez en
los microsomas de SHR-AL y SHR-STZ-AL
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Fig. 34. Cociente de insaturacion de acidos grasos de microsomas de rifién de los grupos de SHR

a 1,3y 6 meses de edad. n=6 *(P <0.05).
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7. ANALISIS Y DISCUSION

7.1 Desarrollo de diabetes tipo 2

Para el desarrollo de diabetes tipo 2 en SHR, en el presente estudio se realiz6 una
inyeccién intraperitoneal con una dosis Unica de STZ a 75 mg/kg de peso corporal en heonatos de
48 hrs, de esta manera se generd con éxito un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2. A
los 4 dias de vida de los SHR neonatos (2 dias después de la inyeccion intraperitoneal de la STZ),
el aumento de la glicemia fue evidente. Este incremento se debid posiblemente a una deficiencia
en la secrecion de la insulina por parte de las células f causadas por la STZ. En estas SHR
neonatas se observa que una vez que se desarrolla la hiperglicemia, ésta se mantiene elevada
durante la mayor parte de la lactancia (Fig. 2), a diferencia de las ratas Wistar en donde se observa
hiperglicemia sélo durante los primeros 7 dias y después tiende a normalizarse (Orozco-Tapia,
2008), indicando que el modelo de ratas aqui utilizado (SHR) es mas sensible a la STZ y por lo
tanto desarrollaron la diabetes. Esta particularidad permite estudiar un modelo que muestra gran
similitud a la DM2 en humanos, en donde la glucosa sanguinea fluctlia a lo largo de la enfermedad,
lo cual ocurrié en las SHR-STZ a lo largo del estudio. Este modelo es atractivo para observar en un

menor tiempo el conjunto de alteraciones que se generan con la DM2.

El desarrollo de este modelo de diabetes tipo 2 puede ser explicado de la siguiente
manera: La STZ entra especificamente a las células B-pancreéticas a traves de GLUT 2, ya dentro
de la célula la STZ forma especies reactivas de oxigeno por la via de la xantina oxidasa las cuales
son responsables de la fragmentacién del DNA y la posterior destruccion de dichas células B
(Szkudelski, 2001). La dosis de 75 mg/kg de STZ, probablemente generd un dafo severo en las
células B pancreéticas. Orozco-Tapia (2008) analizd cortes histologicos del pancreas y reportd
atrofia de los islotes pancreaticos generada por la STZ. Ademas, al realizar inmunohistoquimica de
pancreas usando anticuerpos contra insulina, observo que las ratas inducidas con STZ tienen una
menor cantidad de insulina en los islotes pancreaticos que las no inducidas o incluso que las
suplementadas con acidos grasos w-3 (EPA y DHA). Asi, concluy6 que en este modelo de ratas
hay insulina, pero en menor cantidad que las normales. Determinaciones en suero por ELISA
confirmaron esas observaciones (Orozco-Tapia 2008). Por esta razon, la secrecion de insulina en
estas ratas fue insuficiente para satisfacer las necesidades del organismo y por lo tanto, hubo un
marcado incremento de la glucosa sanguinea (Figura 2), lo cual es tipico en la diabetes tipo 2 en
humanos. Por todo ello, este modelo resulté interesante por la repercusion que tuvo en la
alteracion del metabolismo de los lipidos, lo cual se abordard mas adelante. Es conveniente

mencionar que la dosis de STZ es dependiente de la cepa de ratas utilizada, y una dosis de 100
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mg/Kg de peso en ratas Wistar, genera hiperglicemia ligera (Orozco-Tapia, 2008), mientras que la
misma dosis en SHR causa una mortalidad mayor al 90% e hiperglicemia mas parecida a la
diabetes tipo 1 (Avendario-Flores, 2008).

La insulina cumple una funcién importante en el metabolismo de los carbohidratos ya que
estimula la captura de la glucosa por parte de la mayoria de las células manteniendo el control de
la glicemia. En situaciones normales (exposicién aguda a la glucosa), la subida posprandial de
glucosa es el elemento inductor esencial de la secrecion de insulina, equilibrando la concentracion

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

Se ha observado que en los casos de hiperglicemia cronica, la glucosa es capaz de
modificar diferentes moléculas y generar trastornos metabdlicos. La exposicién cronica a niveles
altos de glucosa produce la union de ésta ultima a los grupos amino terminales de las proteinas,
fendmeno llamado glicacién. Esta unién quimica modifica la estructura de las moléculas alterando
sus funciones, como la de los transportadores de glucosa, lo que lleva a una menor captacion de
dicha molécula en los tejidos periféricos (Bilan y Klip, 1990). Asi, se ha observado en diferentes
modelos experimentales con animales y células cultivadas, que la alta concentracion de glucosa
modifica la expresion del gen codificador del transportador de glucosa (GLUT?2), activa la primera
enzima de la via glucolitica, la Glucosa Kinasa (GK), y causa una induccién coordinada de genes

gue codifican enzimas de la lipogénesis (Roduit et al., 2000).

Por otro lado, la insuficiencia de insulina provoca en las células musculares y los
adipocitos la disminucion de GLUT 4, el cual se encuentra secuestrado intracelularmente en
vesiculas, pues es dependiente de la sefial de insulina para migrar a la membrana plasmatica
(Cruz et al.,, 2001). Como consecuencia, es mayor la necesidad intracelular de moléculas
energéticas, asi que en el higado se activa la gluconeogénesis, ademas de exacerbarse la lipdlisis
elevandose los niveles de lipidos en suero, contribuyendo a la lipotoxicidad. Durruty y Garcia de los
Rios (2001) reportaron que los acidos grasos no esterificados 6 acidos grasos libres, formados a
partir de lipdlisis exacerbada (como consecuencia de la falta de insulina), funcionan como radicales
libres y se unen a los transportadores GLUT, lo que provoca la disminucion de su actividad.

Ademas, estos lipidos al precipitarse bloquean los receptores de insulina.

Varios autores han estudiado en forma experimental el efecto deletéreo sistematico de la
hiperglicemia cronica sobre la funcion de la célula (Rossetti, 1995, Donath et al., 1999). En ratas
Wistar de 6 semanas de edad tratadas con STZ se produjo una destruccion parcial de los islotes
de Langerhans y por consecuencia un déficit en la secrecién de insulina e hiperglicemia. Es

importante mencionar que la deficiencia en la secrecion de insulina ocasionada por la STZ en estos
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animales, fue mayor a lo que se esperaba. Estos resultados sugieren que la hiperglicemia cronica
per se puede inducir un defecto funcional en la liberacion de la insulina (Leahy et al., 1992). Las
pruebas clinicas en pacientes diabéticos sugieren que la hiperglicemia y el estrés oxidativo,
pueden contribuir al aumento de la morbilidad y mortalidad por enfermedades cardiovasculares
durante el desarrollo de la diabetes (Baynes, 1991).

7.2 Hipertensioén

La hipertension suele agruparse con otros componentes del sindrome metabdlico como
son: la obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemia e hiperuricemia. Se sabe también, que en
personas con diabetes, la hipertension arterial es mas frecuente que en la poblacion general;
innumerables encuestas han demostrado una relacion positiva entre la presién arterial y la
concentracion de glucosa plasmatica (Stern y Tuc, 2003). La hipertension suele ser una
manifestacion de la nefropatia diabética. Asimismo, se refiere que la presion arterial disminuye con
un mejor control de la glucosa en diabéticos, a pesar de incrementos en el volumen plasmatico y

en el sodio intercambiable (Ferris et al., 1985).

Como en el caso de la hipertension humana, se ha considerado que el rifién es el
principal responsable en la fisiopatologia de la hipertensién arterial en SHR (Kawabe et al., 1978).
En ese sentido, diferentes estudios han mostrado que el sistema renina-angiotensina, el 6xido
nitrico, asi como las prostaglandinas, desempefian un papel importante en el desencadenamiento
de dicha patologia (Rettig, 1993).

Como se pudo observar en la figuras 7B y 9, en las SHR-STZ la hipertension se
estableci6 en un menor tiempo. En estos animales se observdO un aumento de la glucosa
sanguinea desde el cuarto dia de vida (Fig. 2). Es posible que la hiperglicemia que presentaron
estos animales haya generado un dafio severo en diferentes 6rganos blanco. Posiblemente es el
caso del rifion, un érgano vital en el control de la presion arterial (Oparil y Weber, 2000) y que al
estar expuesto a una concentracion elevada de glucosa en forma cronica (glucotoxicidad) sus

funciones se vieran alteradas, una de ellas y de gran importancia el control de la presion arterial.

Diversos factores como la resistencia a la insulina y la hiperglicemia, contribuyen a la
patogenia de la hipertension en la diabetes mellitus. Estos factores favorecen la lesion vascular de
los érganos blanco en una persona con predisposicion genética al desarrollo de la nefropatia
(Beretta-Piccoli et al.,1976). La hipertension es el signo caracteristico de la nefropatia diabética y
ocurre en 90% de los diabéticos con trastornos y deficiencia de la funcion renal. A diferencia de lo

gue se pensaba, la hipertension no es una complicacién tardia de la nefropatia diabética, mas bien
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puede haber incremento de la presion arterial desde etapas incipientes de la disfuncién renal en la
diabetes (Ritz et al., 1989). Los cambios en la hemodinamia intrarrenal en los diabéticos
comprenden pérdida de la autorregulacion; aumento en el tono arteriolar eferente consecutivo a la
angiotensina Il y posiblemente a la vasopresina; y aumentos en el tono arteriolar aferente
consecutivos a hiperglicemia. En conjunto, estas alteraciones aumentan la presion capilar
intraglomerular (Perna y Ramuzzi, 1996). Ademdas, aumenta la reactividad vascular a las
catecolaminas y a la angiotensina Il. En condiciones normales, la pared de los capilares
glomerulares constituye una barrera eficiente al paso de proteinas, incluida la albumina. Sin
embargo, los incrementos en la presion capilar y en la permeabilidad de la membrana plasmatica,
consecutivos a la hiperglicemia, alteran esta funcién y sobreviene microalbuminuria (Oparil y
Weber, 2000).

Como ya se menciond, el aumento de la presion arterial en las SHR inicia alrededor de la 6-
7 semana de vida, sin embargo es hasta las 12-14 semanas de edad cuando la presién sistélica
alcanza valores de entre 140-200 mm Hg en el adulto y que a partir de esta edad (3 meses) los
animales muestran un aumento constante en la presién arterial y se mantiene asi hasta edades
muy avanzadas (Conrad, 1995). Esta informacién es consistente con los resultados obtenidos en
nuestro estudio. En las figuras 7A y 9 se observa que las SHR tuvieron una presion de 129 mm Hg
a la 102 semana de vida, sin embargo, fue hasta la 142 semana de edad cuando tuvieron un

aumento considerable de la presion arterial (146 mm Hg); estableciéndose la hipertension y los

niveles de presion arterial incrementaron, manteniéndose asi hasta los 6 meses de vida.

En el caso de las SHR-STZ, es probable que la hiperglicemia indujera una alteracién en la
hemodinamia renal, originando nefropatia diabética, contribuyendo al proceso de la hipertension.
Como en el caso de la hipertension humana, se ha considerado que el rifién es el principal 6rgano
implicado en la fisiopatologia de la hipertension arterial en SHR (Kawabe et al., 1978). Ademas,
como se ha mencionado, las SHR tienen predisposicién genética para desarrollar la hipertension,
es posible que la nefropatia estuviese favoreciendo el acelerado proceso de hipertension y los

niveles altos en la presion sistdlica tal como se muestra en la figura 7B.

Por otro lado, en altas concentraciones, la glucosa circulante reacciona por mecanismos
no enzimaticos con las proteinas, y asi se forman productos fuertemente reactivos de adicion
tardia llamados productos finales de glicacion avanzada (AGEs por sus siglas en inglés). Los AGEs
permanecen unidos irreversiblemente a proteinas en multiples sitios, en particular en las proteinas

de la membrana basal subendotelial; durante la diabetes estos se depositan con ritmo acelerado.
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Los AGEs también se ligan a LDL, cerca del dominio de unién de su receptor, y bloquean la
captacion de dichas LDL modificadas (Bucala et al., 1995). Los AGEs desencadenan innumerables
efectos que estimularian la aparicion de vasculopatia e hipertension arterial en las ratas diabéticas
(SHR-STZ).

7.3 Metabolismo de los lipidos en SHR

El papel de los lipidos en la fisiopatologia de la DM2 ha dado lugar a varias hipétesis. Una
de ellas plantea que el tejido adiposo libera sefiales que disminuyen la accién de la insulina en el
musculo y en el higado. Estas sefiales podrian ser los propios acidos grasos liberados por la
lipdlisis intensa que ocurre en los adipocitos, propiciando un aumento cronico de los acidos grasos
libres y de triglicéridos en estos tejidos, lo que conduce al fenbmeno de lipotoxicidad. En el
pancreas, la lipotoxicidad se manifiesta como una pérdida de sensibilidad de las células
B pancreéticas a la glucosa, ocasionando una disminucion en la secrecion de insulina en respuesta

a este estimulo (Radziuk y Pye 2001).

La insulina permite la entrada de la glucosa a las células. Cuando la secrecion de insulina
es defectuosa o nula, la fisiologia corporal se altera, generandose altas concentraciones de
glucosa en sangre y sélo pequefas cantidades de glucosa (~10%) entran a la célula (Chih-Hao et
al., 2003). En estas condiciones, la célula requiere energia de fuentes alternas debido a la baja
disponibilidad de glucosa. Como el higado no recibe las sefiales de la insulina, para tratar de
compensar la aparente “falta” de glucosa en sangre, libera mas glucosa a través de la degradacion
del glucdégeno hepatico y la gluconeogénesis; hay que recordar, que los principales precursores de
la gluconeogénesis son el glicerol procedente de la movilizacion de los triacilglicéridos, el lactato y
la alanina procedentes del tejido muscular, y los aminoacidos glucogénicos procedentes de la dieta
y en el caso de la diabetes, de las proteinas corporales. Las principales reservas utilizables por el
organismo estan constituidas por el glucogeno del higado y los triacilglicéridos del tejido adiposo
(Harrison, 2002)

En el caso de las SHR-STZ, la diabetes promovidé un incremento en los triglicéridos
sanguineos (Fig. 10B). En este grupo, la concentracion de triglicéridos sanguineos fue mayor que
en los grupos restantes a la edad de 3 y 6 meses de vida. Es muy probable que la escasa
secrecion de insulina, de acuerdo a lo reportado por Orozco Tapia (2008), no permitiera el proceso
de lipogénesis y por lo tanto se activo la lipdlisis. Como consecuencia aumento el transporte de los
lipidos para su posterior oxidacién y obtencion de energia. Entre los multiples efectos metabdlicos

de lainsulina, la accion mas potente es la supresion de la lipdlisis del tejido adiposo. El aumento de
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la concentracién plasmatica de insulina de sélo 5 yU/ml inhibe la lipdlisis en aproximadamente un

50% respecto a los valores basales (Flakoll et al., 2003).

Durante la diabetes, los pacientes muestran promedios anormales del perfil lipidico,
donde destaca el aumento del colesterol y disminucion de las HDL y de las ApoA-l. Los
desordenes metabdlicos y hormonales en la DM2 son reflejados no sélo en la sintesis y utilizacion
de los carbohidratos y de aminoé&cidos, sino también en la movilizacion de los lipidos. La
anormalidad méas comudn es un alto nivel de las VLDL, las cuales cursan con triglicéridos
plasmaticos de origen endégeno aumentados; esta dominancia en la diabetes ha dirigido la
atencion a las lipoproteinas como posibles factores de riesgo cardiovascular. La sintesis hepética
de triglicéridos y la subsecuente hipertrigliceridemia es la responsable de esta alteracion

metabdlica (Guerra et al., 2005).

Durante la hiperglicemia crénica se ha observado que existen incrementos en la
glicosilacion de las lipoproteinas y de otras proteinas séricas (Lopes-Virella et al., 1983) La
glicosilacion de las LDL y formaciéon de LDL modificada u oxidada, hace que disminuya su afinidad
por el receptor LDL, esto ocasiona un incremento en la sintesis de ésteres de colesterol y su
posterior acumulacion, originAndose asi células espumosas con desarrollo de la placa de ateroma,
lo cual inicia el proceso aterosclerético que podria llevar a dafios endoteliales y desarrollo de
enfermedades cardiovasculares como la hipertension (Jacobs et al., 1990). Las HDL también
pueden experimentar glicosilaciéon y oxidacion, lo que conduce a una menor captacién del
colesterol en los tejidos periféricos por deterioro de su capacidad para unirse a receptores y/o

depurar los ésteres de colesterol acumulados (Duell et al., 1991).

En la figura 10A se puede observar el incremento en el colesterol sanguineo de las SHR-
STZ. En este grupo los niveles de colesterol fueron elevados respecto a los grupos restantes de
SHR. Se postula que el incremento de las LDL y el colesterol sanguineo reside en defectos de los
receptores periféricos presentes en las superficies celulares (fibra muscular lisa, adipocitos, células
endoteliales e incluso de los fibroblastos), por lo cual, la captacion de las LDL se dificulta, esto

ocurre posiblemente por la glicosilacion de las LDL (West et al., 1983).

Durante la diabetes ocurrieron diferentes trastornos que aceleraron el desarrollo de la
hipertensién en las SHR-STZ. La modificacion de las LDL por glicacién es la transformacion
estructural mas importante, pero también es frecuente en el paciente diabético la LDL oxidada
(oLDL) y la LDL pequefia y densa (sLDL), ambas con elevado potencial aterogénico (Witztum y
Steinberg, 1991). En la hiperlipidemia crénica, el incremento de las lipoproteinas plasmaticas y

principalmente de las oLDL, genera como resultado una lesion endotelial o el dafio funcional de la
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pared arterial. Las lesiones endoteliales producidas por las oLDL estimulan la agregacion
plaquetaria en el &rea de la lesion arterial, promoviéndose la liberacion de tromboxano, un potente
vasoconstrictor y proagregante plaquetario (Guerra et al., 2005). Se ha demostrado que la glucosa
intensifica de manera directa la oxidacion de LDL in vitro. Se ha propuesto que esa lipoproteina de
baja densidad oxidada interviene en la aceleracion de mudltiples fendbmenos en la cascada
aterégena, que incluye citotoxicidad, sintesis de citocinas y de factor de crecimiento, inhibicion de
los efectos del 6xido nitrico, de la sintesis de PGl, y formacion de células espumosas (Kawamura
et al., 1994). Existen evidencias que muestran que la alteracion en 6xido nitrico y prostaglandinas
favorecen el desarrollo de la hipertension en SHR, es muy probable que en nuestro modelo de
diabetes en SHR hayan ocurrido estas anomalias, las cuales jugaron un papel importante en el

aumento de la presion arterial.

Esta reportado tanto en animales como en humanos, que los niveles cronicamente
aumentados de FFA vy triglicéridos, disminuyen la secrecién de insulina al estimulo con glucosa
(Carpentier et al., 1999, Zhou y Grill, 1994). Si bien no se conoce el mecanismo preciso mediante
el cual los FFA producen una menor secrecidn de insulina, se ha postulado que ésta se deberia a
una menor actividad de los glucotransportadores GLUT2 y cambios en las vias metabdlicas de los
lipidos. La hipétesis sefiala que el aumento de los FFA debido a una lipdlisis exacerbada y la
inhibicion de la acetil CoA carboxilasa, tiene como consecuencia una disminucién de la malonil
Coenzima A. Por otra parte, la activacion de la acetilcarnitina transferasa 1 que favorece la
degradacion de los FFA, intensifica la B oxidacién con disminucion de los derivados acilos de la
CoA (metabolitos que estimulan la secrecion de insulina), lo que se traduce en una menor

liberacion de insulina (Mason et al., 1999, Prentki et al., 1997).

7.4 Aceite de linaza, efecto de los acidos grasos omega-3

7.4.1 Glucosa

Estudios epidemiolégicos y nutricionales indican que el consumo de acidos grasos
poliinsaturados w-3 de cadena larga producen cambios asociados a efectos benéficos para la
salud y el control de ciertas enfermedades como la diabetes mellitus y la obsesidad en la que los
AGPIs activan a PPARs estimulando la oxidacion de lipidos y la sensibilidad a la insulina
(Rodriguez-Cruz et al., 2005).

Existen evidencias de que el consumo de EPA y DHA tiene efectos benéficos en
dislipidemias, presion sanguinea y el control de la glucosa, Sin embargo, no hay evidencias
suficientes de un posible efecto benéfico del ALA sobre el desarrollo de la diabetes y la

hipertensién. En la figura 6B se observa que al suplementar con AL a los animales inducidos a
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diabetes con STZ (SHR-STZ-AL) la concentracion de glucosa disminuyd hasta llegar a niveles

basales a la edad de 3 meses y se mantuvo asi hasta los 6 meses de vida.

Se ha propuesto que los acidos grasos poliinsaturados pueden tener un efecto benéfico
en el control de la diabetes a través de diferentes mecanismos. Uno de ellos se relaciona con la
composicion lipidica de la membrana. Las propiedades fisicoquimicas de las membranas estan
determinadas por la naturaleza de los &cidos grasos que las componen, especialmente en la
fraccion fosfolipidica y esto puede influir en diferentes funciones celulares. Por ejemplo, parece ser
gue la composicion de la membrana celular del miocito puede influir en la accion de la insulina, al
incrementar los acidos grasos poliinsaturados en membranas de las células, se mejora la

respuesta de la insulina (Ginsberg et al., 1987).

Se ha propuesto que un defecto en la actividad de la A-6 desaturasa y la A-5 desaturasa y
en consecuencia una alteracion en la composicién de AGPIs, puede ser un factor que predispone a
individuos al desarrollo de resistencia a la insulina y a la diabetes. Asimismo, que los AGPIs
pueden incrementar la fluidez membranal, aumentar el nimero de receptores de insulina asi como
la afinidad de los mismos por la glucosa Incrementa el nimero de transportadores de glucosa tipo

(GLUT 4) ademas de servir como un ligando endégeno de PPARs (Das et al., 2005).

Lo anterior sugiere que la composicion de los acidos grasos altera la sensibilidad a la
insulina, indicando que un alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados en la membrana
plasmatica mejora la sensibilidad a la insulina y un descenso en el contenido de AGPIs provoca un
efecto contrario. También puede significar que no consumir acidos grasos esenciales como el ALA,
causa alteraciones metabdlicas que se revierten al reestablecer su consumo. Otro de los beneficios
encontrados en el consumo de AGPIs, es proteger a las células  pancreaticas del dafio causado

por el aumento de radicales libres producidos durante la diabetes (Caballero et al., 2006).

Otro mecanismo de accion de los AGPIs se refiere a la capacidad de los acidos grasos
poliinsaturados para actuar como ligandos activadores de PPAR vy (Vamecq y Latruffe, 1999). Los
PPARs son receptores nucleares que pertenecen a la familia de factores de transcripcion
involucrados en la regulacion de la homeostasis de los lipidos. Los PPARs presentan tres
isoformas (a,y,0) y se activan por concentraciones micromolares de AGPIs o por eicosanoides
derivados del &cido araquiddnico. PPAR vy activo estimula la diferenciacion de los preadipocitos a
adipocitos, lo que genera en esta célula un aumento en los receptores para insulina reduciendo de

esta manera la resistencia a la insulina (Rodriguez-Cruz et al., 2005).
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Se ha demostrado que los acidos grasos poliinsaturados funcionan como ligandos de los
PPARs (Vamecq y Latruffe, 1999). Esto indica que los AGPIs incrementan la actividad
transcripcional de genes regulados por PPARs de una manera directa y pueden ser reguladores
metabdlicos. Otros ligandos importantes de PPARs son las tiazolidinedionas (TZDs) que son
medicamentos utilizados para el tratamiento de la diabetes. La activacion de los PPAR y por las
TZD acelera la velocidad de la diferenciacién celular, incrementa la expresion del transportador de
glucosa GLUT 4 y de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo. Lo mismo se ha observado en el
muasculo esquelético, o que explica que los PPARs incrementan la sensibilidad a la insulina,
aceleran el metabolismo de la glucosa diminuyendo su concentracibn sanguinea Yy

simultdneamente diminuyen la concentracion de triglicéridos en sangre (Aleman et al., 2002).

El suplemento de ALA que contiene acido a linolénico (w-3) suministrado a SHR-STZ
posiblemente contribuy6 a mejorar la fluidez membranal y de esta manera a mejorar la sensibilidad
de la célula y de los receptores a la insulina. Es probable que en nuestros animales haya mejorado
la funcionalidad de las células B al incrementar la sintesis de insulina logrando asi satisfacer la
demanda por esta hormona y llevando a un control de la glicemia tal como se observa en la figura
6B. Por otro lado, el ALA que es un AGPI, posiblemente funcioné como ligando de PPARs y por
este mecanismo también favorecié la disminucién y el control de la glucosa. De los resultados
reportados en este estudio (Figs. 4B, 5B y 6B) se puede decir que el bajo consumo de AG
esenciales al parecer contribuye significativamente al descontrol de la glucosa, favoreciendo el
desarrollo de la diabetes y que al proporcionar un suplemento de acidos grasos poliinsaturados

como lo es el aceite de linaza, aparentemente se mejora la accion de la insulina.

7.4.2 Lipidos

En diferentes estudios se ha demostrado que el consumo de acidos grasos
poliinsaturados como el EPA, puede disminuir los niveles de triglicéridos en sujetos sanos asi
como en sujetos diabéticos con hiperlipidemias (Williams et al.,, 1992). En nuestro estudio
utilizamos el AL el cual contiene ALA, &cido graso poliinsaturado precursor de EPA y DHA. En la
figura 10B podemos ver que en las SHR-AL y las SHR-STZ-AL los niveles de triglicéridos fueron
mas bajos con respecto a las SHR y SHR-STZ. El decremento en los niveles de triglicéridos
inducida por el ALA pudo ser debida a una reduccién de la sintesis enddgena de triglicéridos
(VLDL), a un catabolismo acelerado de la LPL, o a una combinacion de ambos efectos. En
estudios cinéticos con VLDL radiomarcados se ha observado que los acidos grasos w-3 reducen la
sintesis de las VLDL (Harris et al., 1990) incrementando la actividad de la LPL (Park y Harris 2003).
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Actualmente se sabe que los acidos grasos w-3, como el ALA, inducen la expresion
génica de enzimas responsables de la oxidacién de acidos grasos y reprimen la expresion de
enzimas lipogénicas (Clarke, 2001) a través de diferentes mecanismos. Uno de ellos es por las
proteinas de unién a elementos regulatorios de esteroles (SREBP-1). Estas proteinas son parte de
una familia de factores de transcripcion formada por tres miembros: SREBP-1a, 1cy 2. La SREBP-
2 regula genes involucrados en el metabolismo de colesterol, mientras que la SREBP-la y 1c
regulan genes involucrados en la lipogénesis. Se ha reportado que los AGPIs w-3 reducen la forma
activa de SREBP-1, favoreciendo la disminucién de la litogénesis (Kim H et al., 1999)

Otro posible mecanismo en la reduccion de triglicéridos sanguineos en las SHR
suplementadas con el AL se explica por la activacién de los PPARs por parte de los AGPIs, Como
se explicd, los PPARs estan relacionados con la sintesis de insulina, sin embargo, estos receptores
nucleares también regulan la transcripcién de genes involucrados en el metabolismo de los lipidos.
En general los acidos grasos poliinsaturados funcionan como ligandos de mas de un isotipo de
PPARs, aunque las afinidades difieren (Aleman et al., 2002). Se ha propuesto que la activacion de
los PPARYy en células de tejido adiposo mejora su capacidad de almacenar lipidos, disminuyendo la
liberacion de acidos grasos libres y la acumulacion de triglicéridos en sangre y en musculo, lo cual
lleva a una mejora de la respuesta a insulina en estos tejidos. Asimismo, la activacion de ambos
PPARa y PPARYy, se ha asociado con disminucion del contenido de lipidos en higado y musculo,

ademas de disminuir la resistencia a insulina en la DM2 (Bergeron et al., 2006).

Especificamente, se ha reportado que el tratamiento con rosiglitazona (ligando de
PPARY) en ratas Zucker previno del desarrollo de la hiperglicemia. Las ratas tratadas con este
ligando mostraron un alto contenido de insulina en pancreas y se conservé la morfologia de dicho
tejido. La activacion del receptor PPARS , también se traduce en una importante reduccion de los
niveles de triglicéridos sanguineos. Este efecto se ha probado tanto en roedores como en primates.
La activacién de este receptor induce genes relacionados con el almacenaje de lipidos y la
termogénesis, tales como el de la proteina desacoplante 3 (UCP 3) (Oliver et al., 2001). Ademas,
se ha demostrado que los PPARa estan implicados en practicamente cada etapa del metabolismo
de los lipidos, incluyendo la movilizacion, el transporte, la esterificacion en acil-CoA, su
traslocacion a la mitocondria y su catabolismo en la B oxidacion (Gulick et al., 1994). Al mismo
tiempo, disminuye la transcripcion de genes que codifican para proteinas involucradas en la

sintesis de lipidos como la ACP sintasa (Clarke, 2001).
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7.4.3 Hipertension

Se ha propuesto, que los acidos grasos w-3 tienen la capacidad de influir de manera
benéfica en la coagulacion sanguinea y la trombosis, el perfil de los lipidos plasméticos y la presion
sanguinea. Algunos estudios reportan que el ALA puede prevenir y controlar el desarrollo de la
hipertension (Sekine et al., 2007). En nuestro estudio observamos que la presion sistolica de los
grupos suplementados con el AL (SHR-AL y SHR-STZ-AL) se mantuvo por debajo de los 140 mm
Hg a los 3 meses de vida (Fig. 9). Recordemos que en esta cepa de animales, la hipertension se
establece a esta edad, superando los 140 mm Hg; sin embargo, en el caso de nuestros animales
suplementados con AL se retrasé el desarrollo de esta patologia asi como la intensidad de la
misma. Se han reportado varios mecanismos mediante los cuales los acidos grasos w-3 ejercen su

efecto en el control de la hipertensién, los cuales se describen a continuacion.

Los efectos -cardiovasculares derivados de la ingesta de AGPIs w-3 provienen
principalmente de su incorporacion a los fosfolipidos de las membranas celulares sustituyendo
parcialmente al acido araquidénico como sustrato inicial para la produccion de eicosanoides (Von
Schacky et al 2001). Si recordamos, la biosintesis de los AGPIs como el araquidénico y el EPA a
partir del acido linoleico y a linolénico respectivamente, requiere la participacion de desaturasas y
elongasas; el acido linoleico y ALA compiten por las mismas enzimas A5 y A6 desaturasas,
ademas de utilizar la misma via metabdlica para la sintesis de araquidonico y EPA (Rodriguez-
Cruz et al., 2005). Cuando suplementamos a los grupos de SHR con AL el cual contiene una gran
cantidad de ALA, compite con el acido linoleico por las desaturasas para la formacion de
araquidoénico y eicosapentaenoico, de esta manera se origina una mayor proporcion de EPA. El
acido araquidoénico, es precursor de eicosanoides (prostaglandinas y tromboxanos) de la serie 2 y
de los leucotrienos de la serie 4, mientras que el EPA es el precursor de prostanoides de la serie 3
y leucotrienos de la serie 5. Cuando se incrementa el cociente w-3/ w-6, el EPA inhibe la formacion
de tromboxano de la serie 2 que se considera vasoconstrictor y estimulador de la agregacion
plaquetaria, asi como la produccién de prostaglandinas de la serie 2 normalmente considerada

como mediador proinflamatorio (Hirafuji et al., 2003).

Al analizar la composicion de acidos grasos de rifiébn de ratas suplementadas con AL
(Tablas 10 y 11), observamos que el aumento de ALA en este 6rgano, favorecio el incremento del
EPA. Es probable que un contenido més abundante de dicho acido graso favoreciera la sintesis de
eicosanoides vasodilatadores (prostanoides de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5) y de esta
manera, se controld la presion arterial de animales suplementados con AL ademas de retrasar el
desarrollo de la hipertension. En el caso de los grupos no suplementados observamos que el

contenido de EPA fue menor mientras que la proporcién de acido araquidénico (precursor de
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prostaglandinas y tromboxanos de la serie 2 y de los leucotrienos de la serie 4) fue mayor,
favoreciendo una mayor sintesis de prostanoides vasoconstrictores y por lo tanto, el
establecimiento de la hipertension. Cuando las células vasculares sufren algan dafio, se
desencadena el proceso de agregacion plaguetaria. Como ya se describid, los intermediarios
derivados del metabolismo de los acidos grasos w-3 son menos protrombaticos y vasoconstrictores
que los derivados procedentes del acido araquidonico w-6. Por lo tanto al suplementar a los grupos
de SHR con AL, aumenta el EPA, precursor de prostanoides vasodilatadores reduciendo por lo
tanto, la agregacion plaquetaria y la trombosis, asi como el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares como la hipertension (Connor, 2000).

Durante la hipertension se activa el endotelio, lo que a su vez origina la produccién
endotelial de moléculas de adhesion como ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule) Yy la infiltracion de células sanguineas a la pared vascular,
contribuyendo al engrosamiento de la arteria y al desarrollo de la aterosclerosis (Rodriguez-Cruz et
al.,, 2005) Existen evidencias de que los acidos grasos w-3 pueden estimular la produccién
endotelial de éxido nitrico (Harris, 1996). Esta molécula provoca la relajacion de las células del
musculo liso permitiendo la dilatacion de los vasos sanguineos que reduce a su vez la presion

sanguinea y la activacion endotelial (Rodriguez-Cruz et al., 2005).

Otro posible mecanismo del ALA para disminuir la presion arterial en nuestros animales se
relaciona con factores de transcripcion PPARs. Se ha reportado que el ALA (agonistas de PPAR-
o) pueden tener efectos antiinflamatorios en células vasculares, incrementando la expresion de la
sintasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS). PPARa decrementa la expresion de la ciclooxigenasa 2
(COX-2) en células de musculo liso vascular mediante la inhibicién de la funcién del factor nuclear
kB (NF-xB). Asimismo, los agonistas de PPAR-y inhiben el receptor tipo 1 de angiotensina Il en
células del musculo liso vascular (Kota et al., 2005). Todos estos fendmenos son benéficos en la

hipertension.

7.5 Fluidez membranal y composicién de 4cidos grasos de fantasmas de eritrocitos

Diferentes investigaciones sefialan que hay una interaccion significativa entre la alteracion
de las membranas y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, entre ellas la diabetes y la
hipertensién (Delachambre et al., 1998, Dorrrance et al., 2001). Las membranas funcionan en la
organizacion de los procesos bioldgicos (Voet y Voet, 1990) determinan la estructura celular y una
variedad de funciones que tienen lugar en ella (Pezeshk y Dalhouse, 2000). Un numero de

investigadores que ha estudiado la fluidez de membranas de eritrocitos en SHR y en pacientes con
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hipertensién esencial, reportan que la fluidez membranal tanto de animales como de personas
hipertensas, disminuye al paso del tiempo (Chi y Gupta, 1998, Tsuda, 2008, Nanneti et al., 2008,
Pérez et al., 2010).

Para realizar mediciones de fluidez membranal se ha recurrido al uso de diferentes
células, entre ellas los eritrocitos. Las membranas de estas células han servido como modelo para
la medicion de fluidez membranal. Por otro lado, la estructura, dinamica y propiedades de la
membrana han sido estudiadas utilizando diferentes técnicas como la resonancia paramagnética
nuclear (EPR) y la resonancia del spin del electrén. Empleando estas técnicas, Tsuda y
colaboradores (2001), reportaron que la fluidez membranal en eritrocitos de SHR y pacientes con
hipertensién esencial es menor al compararlas con sus contrapartes normotensas; propone que las

anormalidades en la fluidez membranal pueden contribuir al desarrollo de la hipertension.

Utilizando polarizacién de fluorescencia del 1-6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) se ha
reportado que la fluidez en membranas de eritrocitos disminuye con la diabetes (Waczulikova et
al., 2000). Sin embargo, en otras investigaciones el DPH reporta un incremento en la fluidez
membranal durante la diabetes y la hipertensiébn, mientras que al utilizar el 1-4-
trimethylaminophenyl-6-phenyl-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) se reporté un decremento en la fluidez
(Moretti et al., 2002, Nanetti et al., 2008).

En este estudio, se utiliz6 el monitor de fluorescencia DPiP para medir la fluidez
membranal en fantasmas de eritrocitos. Se reporté que con el desarrollo de la hipertension en las
SHR, la fluidez membranal disminuy6 (Fig. 11), tal como se ha reportado en otros estudios (Chi y
Gupta, 1998, Tsuda, 2008). Por otro lado, se observé que en las SHR-STZ la diabetes alter6 la
fluidez membranal de manera severa. A los 3 y 6 meses de vida la fluidez reportada por el DPiP
fue menor en estos animales, en comparacién con las SHR, muy probablemente por un cambio en
las propiedades fisicoquimicas de la membrana. Parece ser que estas modificaciones estan
asociadas con la diabetes y la hipertension; sin embargo observamos que cuando ambas

patologias se desarrollan en un mismo individuo los cambios son mas severos.

Se ha propuesto el uso de algunos farmacos para el control de la diabetes y la
hipertensién. Tsuda (2008) report6 que al utilizar la benidipina, esta incrementé de manera
significativa la fluidez en membranas de eritrocitos de sujetos hipertensos, ademas de observar
una ligera disminucion en los niveles de presion sistélica (Tsuda, 2008). Por otro lado,
Wiernsperberg (1999) propone que la metformina, farmaco utilizado para el tratamiento de la
diabetes, aumenta la fluidez membranal en sujetos con esta enfermedad, restaurando la funcion de

la membrana, regulando la entrada de glucosa para su posterior metabolismo. Wiernsperberg
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especula que las anormalidades en las membranas favorecen la resistencia a la insulina

(Wiernsperberg y Bailey, 1999).

Por nuestra parte, administramos un suplemento de AL, el cual tiene un alto contenido de
ALA, a ratas SHR y SHR-STZ. Observamos una disminucion en los niveles de glucosa sanguinea
asi como un control y un retraso en el desarrollo de la hipertension. Ademas, al realizar las
mediciones de fluidez en membranas de eritrocitos de ambos grupos (SHR-AL y SHR-STZ-AL)
notamos que el DPiP reporté un aumento significativo en la fluidez membranal de estos animales a
los 6 meses de edad respecto a los grupos restantes (Fig. 11). Muy probablemente el ALA
particip6 de manera relevante en el aumento de la fluidez membranal. Simultaneamente a las
mediciones de fluidez membranal, determinamos la composicién de acidos grasos de fantasmas

de eritrocitos para saber la participacién de estas moléculas en la regulacion de la fluidez.

La composicion de la membrana determina las propiedades fisicoquimicas de la misma
(Hulbert et al., 2005). En ese sentido, la fluidez membranal es afectada por varios factores como
son las proteinas de membrana, el colesterol y especialmente por la composicion de acidos
grasos. La estructura y la funcién de las proteinas membranales como los receptores, enzimas y
proteinas transportadoras, estan altamente asociadas con la fluidez membranal (Bakan et al.,
2006). Por lo tanto, los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las membranas de eritrocitos
pueden ser un factor que predispongan al desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Pezeshk
et al., 2000).

En nuestro estudio el I/S en los grupos de animales (Fig. 19A), muestra un
comportamiento similar a la fluidez membranal reportada por el DPiP (Fig. 19B). Notamos que
cuando la fluidez de las SHR aumento a los 3 meses de edad, también el cociente de insaturacion
incrementd. En el caso de las SHR-STZ, observamos que el DPIP reportdé una disminucion de la
fluidez membranal a los 3 meses de vida, al analizar el I/S observamos que dicho cociente también
mostré un decremento. Por su parte, l0os grupos suplementados con AL, mostraron un aumento en
la fluidez membranal a la edad de 6 meses. Cuando analizamos I/S notamos que mostré el mismo
comportamiento que reporté el DPiP. Los resultados de nuestro estudio muestran que la fluidez
membranal es principalmente dependiente de la composicion de &cidos grasos. Sin embargo, no
se descarta la participacion de otros componentes membranales como el colesterol o las proteinas

en la regulacion de la fluidez membranal.

Son varias las enzimas responsables en la regulacion de la composicién de acidos grasos
de las membranas, como son: elongasas, desaturasas, fosfolipasas, y las lisofosfolipido acil

transferasas. Se ha propuesto que el mantenimiento de la fluidez es un proceso regulado por la
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actividad de las desaturasas (Kates et al., 1984). Asimismo, la afinidad de algunas enzimas
involucradas en la remodelacion de la membrana como es la acil-transferasa microsomal y las
elongasas estan estrechamente influenciadas por el ambiente lipidico que las rodea. Asi, es
probable que un cambio en la composicién de las membranas (en especifico del cociente de
acidos grasos w-3/ w-6) pueda influir de manera relevante en el mantenimiento de la fluidez y la

actividad enzimatica (Hulbert et al., 2005).

Al analizar la composicion de acidos grasos de los fantasmas de eritrocitos, observamos
que la proporcién de acidos grasos w-3 en las SHR y SHR-STZ disminuyé con la edad, en
especifico el ALA'y el EPA. En el caso de las SHR-STZ vemos que el porcentaje de acido palmitico
aumento6 al paso del tiempo. Es importante sefialar que el incremento de este acido graso pudo
haber influido de manera relevante en la disminucion de la fluidez membranal. Aunado al aumento
del &cido palmitico, observamos un decremento en el contenido de acido araquidénico. Se ha
mencionado que las modificaciones en la composicion de acidos grasos, fosfolipidos y en el
cociente entre w-3 y w-6 en la membrana puede afectar la fluidez y su funcién en la regulacion de
los diferentes procesos bioquimicos que en ésta se realizan generando anormalidades en la célula,

contribuyendo al desarrollo de diferentes trastornos metabolicos (Delany et al., 2000).

Es posible que un aumento en el contenido de &cidos grasos saturados en las
membranas celulares de las SHR-STZ favoreciera el establecimiento de la hipertensién, asi como
el desarrollo de la diabetes. Se ha reportado que un decremento en la composicién de acidos
grasos poliinsaturados de las membranas puede influir en la accion de la insulina, especificamente
alterando las proteinas asociadas con la accion de esta hormona. Estudios in vitro muestran que al
aumentar el contenido de acidos grasos saturados en la célula, la afinidad de los receptores de
insulina, asi como el transporte de glucosa se puede alterar favoreciendo la resistencia a la insulina
y el desarrollo de diabetes (Grunfeld et al., 1981,Field et al., 1988). Por el contrario, cuando
aumento el contenido de AGPIs de la familia w-3 y w-6 se observé una mayor afinidad de los
receptores de insulina por dicha hormona (Clandinin et al., 1993). En los animales suplementados
con AL, observamos un aumento en el contenido de AGPIs w-3, es probable que al incrementar el
porcentaje de estos &cidos grasos en las membranas celulares de las SHR-STZ-AL, la accién de la
insulina fuera favorecida y que por ello la glicemia de estos animales se mantuvieran en

concentraciones basales (Fig. 5B).

Esta reportado que con el desarrollo de la hipertension, disminuye la fluidez membranal
(Pezeshk et al., 2000); sin embargo, en este estudio observamos que la hipertension en conjunto
con la diabetes genera un decremento mas severo en la fluidez membranal de fantasmas de

eritrocitos. Ademas, observamos que el DPIP es sensible a los cambios en la composicion de
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acidos grasos, mostrando que dicha composicion es responsable de la fluidez membranal de los

eritrocitos.

7.6 Composicion de acidos grasos de higado y rifidn

Existe una estrecha relacion entre la biosintesis e ingesta de acidos grasos y su
distribucion en 6rganos blanco relacionados con la diabetes y la hipertension. Se ha reportado que
ocurren anomalias en la composiciéon lipidica de higado y rifion durante la diabetes y la
hipertensién (Okamoto et al., 1989). Los acidos grasos tienen un papel importante en la estructura
y funcién de la membrana, ellos modulan propiedades importantes tales como la fluidez y la
permeabilidad, ademas del transporte de iones y la accion de algunas enzimas (Rodriguez Leyva
et al., 2009).

Los acidos grasos poliinsaturados esenciales, como son el &cido linoleico (w-6) y acido o
linolénico (w-3), son precursores de los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga como son el
araquidoénico y el EPA, respectivamente (Rodriguez-Cruz et al., 2005). En el ser humano los AGPI
ademéas de ser una fuente de energia, son importantes para mantener la estructura de las
membranas celulares, regular el metabolismo del colesterol y la produccién de eicosanoides, los
cuales regulan multiples procesos celulares (Caballero et al.,, 2006), ademas de tener una

participacion relevante en el control de la presion arterial (Delachambre et al., 1998).

Las células de mamiferos requieren de precursores exégenos de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, de modo que la composicién de acidos grasos en los tejidos se
debe en parte a los suministrados en la dieta (Holman et al., 1983). Como se puede observar en la
tabla 18 (apéndice 1), la dieta administrada a los grupos de animales contiene acidos grasos
esenciales como el linoleico (30.03%) el cual es precursor para la formacion del &cido
araquidénico, un 4&cido graso cuyos derivados tienen propiedades vasoconstrictoras
principalmente. Esta dieta también incluye acidos grasos w-3 como el ALA, eicosapentaendico
(EPA) y docosahexaendico (DHA), aunque éstos Ultimos se encuentran en proporciones mucho
menores (ALA 3.3% EPA 0.22%, DHA 0.05%). Hay que recordar que el ALA sirve como sustrato
para la formacién de EPA y DHA, lo cual puede contribuir a un aumento de estos dos ultimos

acidos grasos.

Los AGPI w-6 se originan a partir del &cido linoleico del cual deriva el AA. El AA liberado a
partir de los fosfolipidos de la membrana, por accion de la fosfolipasa A,, recibe la accion de las
ciclooxigenasas y lipooxigenasas para dar origen a las prostaglandinas de la serie 2 y leucotrienos

de la serie 4, estos actian como mensajeros celulares y aumentan la agregacion plaquetaria, la
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frecuencia cardiaca y presentan propiedades vasoconstrictoras y proinflamatorias, aunque dichas
funciones dependen del tipo celular. En un estudio realizado en SHR, Okamoto y colaboradores
(1989) report6 que la actividad de la PLA, aumenta con la edad, lo cual podria estar contribuyendo
al desarrollo de la hipertension.

En rifidn de las SHR-STZ el contenido de acido araquidonico fue méas abundante con
respecto a los grupos restantes, ademas se observo un incremento de este 4cido graso a partir del
mes de vida y se mantuvo asi hasta los 6 meses de edad (Tablas 9, 10 y 11). Esta reportado que
un aumento en la proporciéon de araquidonico origina una mayor produccién de prostaglandinas de
la serie 2 y leucotrienos de la serie 4. Es probable que el alto contenido de AA en rifibn sea
consecuencia del elevado porcentaje de acido linoleico (precursor de acido araquidénico) en la
dieta (tabla 18) dando como consecuencia una mayor actividad de la A6 desaturasa, con ello una
mayor conversion del acido linoleico a acido araquidénico. El problema se acentla si consideramos
gue la proporcion de &cido a linolénico proveniente de la dieta fue escaso. Como sabemos, los
AGPl w-6 pueden competir con los AGPI w-3 por enzimas como la A5 y A6 desaturasas.
Considerando las proporciones de sustratos, es probable que la produccién de mediadores
protrombéticos y proinflamatorios originados del &cido linoleico aumentara (Delachambre, et al.,
1998). De hecho, una ingesta abundante de &cido linoleico puede reducir la capacidad del higado
para convertir al ALA en DHA (Carrero et al., 2005). El riidén de estos animales (SHR-STZ) también
mostré una menor cantidad de EPA y DHA en todas las edades, asi un equilibrio a favor de AA en

la distribucién de AGPI en el rifion pudo contribuir al desarrollo y mantenimiento de la hipertension.

En lo que respecta a la composicion lipidica del higado, encontramos que en SHR a los 3
meses de edad tuvieron un porcentaje abundante de acido linoleico y una baja proporcion de AA.
Estos porcentajes puede ser consecuencia de una alteracién en la desaturacion y elongacion del
acido linoleico, el cual se ve alterado con la edad y el desarrollo de la hipertensién. No obstante, a
los 6 meses de vida el porcentaje de araquidonico en higado aumentd. Nuestros resultados son
coherentes con Delachambre et al. (1998) quienes reportaron que la actividad de la A5 y A6
desaturasa pudo haber sido activada y en consecuencia el metabolismo de A.A. se vio alterado
(Delachambre et al., 1998).

En la tabla 19 (apéndice 1) se puede ver la composicion de acidos grasos del AL. Presenta
una alta proporcién de ALA (56%). Como sabemos, este acido graso es precursor de &cidos
grasos w-3 de cadena larga (EPA y DHA). Ademas, el AL contiene otros acidos grasos w-6 y w-9
en menor proporcion (acido linoleico y oleico, respectivamente). Recordemos que en el caso de los
animales suplementados con AL notamos una disminucién en la glicemia asi como un control de la

presion arterial (Figs. 6Ay 9).
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Se evalug el efecto del ALA sobre la reactividad vascular en aorta de SHR. Al término de la
dieta, la presion arterial sistdlica disminuyé considerablemente a diferencia de ratas no
suplementadas; sin embargo, no explican el probable mecanismo por el cual el ALA mostré control
sobre la presion arterial sugiriendo realizar otros estudios en los cuales se evalue el efecto del ALA
sobre la fluidez membranal y su participacion en la disminucion de la presion arterial (Ogawa et al.,
2009).

En nuestra investigacién encontramos que el contenido de acidos grasos w-3, en especifico
ALA 'y EPA, increment6 significativamente en rifion de los grupos suplementados (SHR-AL y SHR-
STZ-AL) a la edad de 3 meses y se mantuvo asi hasta los 6 meses de vida. Un factor importante
en el incremento de dichos acidos grasos fue el suplemento de AL, que presenta un abundante
contenido de ALA, el cual contribuy6 al aumento del EPA. Narce y colaboradores (1997) reportaron
gue el aumento en el contenido de EPA en la dieta de SHR modifica la actividad de la A5 y A6
desaturasa alterando el contenido de acido linoleico asi como del &cido araquidénico. Sin embargo,
sus resultados muestran que la presion arterial no tuvo cambios significativos. Por el contrario, en
nuestros resultados las SHR-AL y SHR-STZ-AL tuvieron una mejoria, hubo un control significativo

en la presion arterial y un retraso en el establecimiento de esta enfermedad.

Considerando los datos reportados por Narce (1997) es importante mencionar que utilizaron
animales adultos (13 semanas de edad), ademas, la dieta suplementada con EPA solo duré 9
semanas. Recordemos que el aumento de la presion arterial inicia alrededor de la 6-7 semana de
vida y entre las 12-14 semanas de edad la presion sistélica alcanza valores de entre 140-200 mm
Hg en el adulto, es probable que el momento en el cual inician el tratamiento no sea la edad
adecuada debido a que los animales ya estan desarrollando la patologia (Narce et al., 1997,
Conrad, 1995). A diferencia de ellos, que administraron el suplemento a edades avanzadas cuando
la enfermedad se empez0 a establecer, en nuestra investigacion iniciamos el tratamiento en ratas
de 1 mes de vida y por un periodo de tiempo mayor (Fig. 9), es posible que al suplementar a los
animales a edades tempranas, se previniera el desarrollo de la hipertension. Por estas razones,
probablemente nuestro modelo tuvo efectos benéficos en el control de la hipertension. En higado,
observamos que el contenido de ALA y EPA de animales suplementados con el AL fue mas
abundante en comparacion con los grupos restantes. Narce y colaboradores (1997) reportaron que

en hepatocitos de SHR so6lo el contenido de EPA aumento significativamente.
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7.7 Fluidez membranal y composicién de &cidos grasos de microsomas

Medimos la fluidez de membranas microsomales de higado y rifibn de los cuatro grupos
de SHR. Para realizar las mediciones de fluidez en estas membranas, utilizamos el DPiP, una
molécula hidrofébica que se ubica preferentemente en la parte intermedia de la monocapa, tiene la
capacidad de formar excimeros intramoleculares y la probabilidad de formacién depende de la
fluidez del medio. A partir de las conformaciones de excimero (le) y monémero (Im) del monitor
fluorescente de fluidez el Dipirenil propano, se obtuvo el cociente le/Im que refleja en forma directa
la fluidez membranal (Mejia et al., 1995). La figura 26 muestra que la fluidez en microsomas de
higado de los grupos de animales tuvo una tendencia a aumentar con el tiempo. Sin embargo, en
el caso de las SHR-AL y SHR-STZ-AL el incremento en la fluidez fue mas evidente a los 3 meses
de edad. Al analizar la composicion de 4cidos grasos notamos que el contenido de acido palmitico
incremento significativamente en las SHR-STZ, mientras que en las SHR-STZ-AL este acido graso
disminuy6 significativamente. Es probable que el patrén de estos acidos grasos en las membranas
microsomales haya favorecido la disminucién de la fluidez membranal en el caso de las SHR-STZ
y el incremento en SHR-STZ-AL. Como hemos mencionado, son varias las enzimas responsables
en la regulacién de la composicion de acidos grasos de las membrana, entre ellas se encuentra la
estearoil-CoA desaturasa (Kates et al., 1984). La composicion lipidica de las membranas celulares
esta regulada para mantener la fluidez membranal. Una enzima clave involucrada en este proceso
es la estearoil-CoA desaturasa (SCD), enzima limitante en la sintesis de acidos grasos

monoinsaturados a partir de acidos grasos saturados (Ntambi, 1999).

Las enzimas acil desaturasas catalizan la formacién de dobles enlaces en acidos grasos
obtenidos de fuentes alimenticias o de sintesis de novo en el higado. Los mamiferos sintetizan
cuatro desaturasas de diferente especificidad por la longitud de la cadena, que catalizan la adicién
de dobles enlaces en las posiciones A9, A6, A5 y A4. Las SCD introducen un doble enlace en la
posiciéon A9 de acidos grasos saturados. Los sustratos son palmitoil-CoA (16:0) y estearoil-CoA
(18:0), mostrando mayor afinidad por este ultimo, convirtiéndolos en palmitoleoil-CoA (16:1) y
oleoil-CoA (18:1), respectivamente. Los &cidos grasos monoinsaturados resultantes son sustratos

para la incorporacion en fosfolipidos, triglicéridos y ésteres de colesterol (Kim et al., 2000).

Analizando la conversion de &cido palmitico y &cido estedrico a sus respectivos acidos
grasos monoinsaturados (palmitoleico y oleico) derivados de la actividad de la estearoil-CoA A9
desaturasa, observamos modificaciones en el indice de actividad de esta enzima a los 3 meses de
edad en los diferentes grupos de animales. En la figura 35A podemos ver el andlisis del cociente
de &cido palmitoleico sobre &cido palmitico, observamos que en las SHR-STZ el cociente fue

mayor con respecto a los grupos restantes. Es probable que la estearoil-CoA A9 haya tenido mayor
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afinidad por el acido palmitico en los microsomas de higado de las SHR-STZ para la sintesis de
acido palmitoleico; sin embargo, al analizar la desaturacion del acido estearico para dar origen al
acido oleico vemos que la SCD aparentemente mostré una menor afinidad por este sustrato (acido
estearico); cabe la posibilidad de que la hiperglicemia haya modificado la actividad de esa enzima.

Un estudio realizado por Nancy y colaboradores (1979) reportd que en ratas diabéticas
inducidas con STZ y suplementadas con fructosa la actividad de la estearoil CoA desaturasa fue
menor, lo cual se vio reflejado en la composicion de &cidos grasos monoinsaturados de
microsomas. Reportaron que la actividad de esta enzima se ve influida de manera importante por
un alto contenido de carbohidratos en la dieta, asi como una elevada concentracion de glucosa
sanguinea. En este mismo sentido, De Tomas et al., (1973) encontraron que la actividad de la
estearoil-CoA A9 desaturasa se redujo durante la diabetes, y sugieren que esta enzima es
controlada por la secrecién de insulina, la cual se ve afectada durante la diabetes. Sin embargo,
Waters y Ntambi (1994) reportaron que con la administracion de insulina la estearoil CoA normaliza

su actividad.

Una proporcion adecuada de acidos grasos saturados a monoinsaturados contribuye a la
fluidez membranal. Se ha reportado que alteraciones en este cociente estan asociados con varias
enfermedades cardiovasculares como: obesidad, diabetes mellitus, hipertension entre otras
patologias; la regulacion de la SCD es, por lo tanto, de importancia fisiolégica (Kim et al., 2000).
Ntambi (1999) ha reportado que la actividad de esta enzima es sensible a los cambios en la dieta,
variaciones hormonales, desarrollo de enfermedades y modificacién de los PPARs. En ese sentido,
también reporta que la actividad de la estearoil-CoA A9 es inhibida durante la diabetes y la
hipertensién (Ntambi, 1999). En nuestros resultados vemos que en microsomas de rifion de SHR-
STZ la conversion de palmitico a palmitoleico, asi como de estearico a oleico se modificé y por lo
tanto, la actividad de la estearoil-CoA pudo haber sido alterada. Es probable que la hiperglicemia
modificara la afinidad por los sustratos, como lo observamos en la desaturacién del &acido
estearico a oleico, mostrando mayor afinidad por el &cido palmitico para la sintesis de &cido

palmitoleico.
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Fig. 35. Actividad de la estearoil-CoA A9 en microsomas de higado A) de palmitico a palmitoleico

B) de estearico a oleico. n=6 *(P <0.05).

Por otro lado, en los animales suplementados con AL (en especifico las SHR-STZ-AL),
observamos que ocurrié lo contrario. El cociente palmitoleico/palmitico fue menor, lo que indica una
menor actividad de la SCD, tal vez por una menor afinidad por el 4cido palmitico como sustrato en
las membranas microsomales de estos animales. No obstante, al analizar la conversién de acido
estedrico a 4cido oleico, vemos que el AL normaliz6 la actividad de la estearoil-CoA A9
reflejandose en el cociente oleico/esteéarico (Fig. 35B). Lo anterior parece significar que el AL no
s6lo contribuyd a “normalizar” la glicemia y la presion arterial, sino que paralelamente, también se
“‘normalizé” la actividad de la estearoil-CoA A9. También cabe la posibilidad de que la actividad de
la enzima se normalizara como consecuencia de “corregir’ la hiperglucemia y/o la presién arterial.

Cualquiera que sea el caso, es claro el efecto del AL sobre el metabolismo de los acidos grasos.

Al analizar la fluidez membranal de microsomas observamos un aumento en el contenido
de acidos grasos poliinsaturados en ratas suplementadas con el AL. La fluidez membranal
reportada por el DPIP de los microsomas de higado, tuvo un patron diferente de la fluidez de los
fantasmas de eritrocitos que previamente investigamos y reportamos (Pérez-Hernandez et al.,
2010). Sin embargo, al igual que en los fantasmas de eritrocitos, la fluidez membranal de
microsomas parece depender principalmente de la composicion de acidos grasos, la cual cambio

durante el desarrollo de la diabetes y la hipertension.

En el caso de los microsomas de rifion, observamos que la fluidez aument6 al paso del
tiempo; sin embargo, en las grupos suplementados con AL (SHR-AL y SHR-STZ-AL) vemos que a

los 3 meses de edad, la fluidez reportada por el DPiP fue mayor que en los animales no
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suplementados (SHR y SHR-STZ). Al analizar el I/S de los microsomas de rifibn observamos que
tuvo una cinética similar a la del DPiP. Estos resultados coinciden con lo reportado en microsomas
de higado asi como en los fantasmas de eritrocitos en donde aparentemente la composicion de
acidos grasos es responsable de regular la fluidez membranal.

Es importante recordar que el riibn es un organo implicado en el desarrollo de la
hipertensién, al respecto se ha reportado que al paso del tiempo y con el establecimiento de la
patologia ocurren modificaciones en la composicion de acidos grasos membranales (Chi y Gupta
1998). En ese sentido Savelli y colaboradores (2002) reportaron que en SHR se altera la
composicion de &cidos grasos de varios tejidos, incluyendo el rifidén. Estas modificaciones parecen
contribuir en la patogénesis de la hipertension. Por su parte Delachambre et al. (1998) reportaron
gue en microsomas de rifién la actividad de la A6, A5 desaturasa favorecio la sintesis de acido
araquidonico, contribuyendo a la sintesis de eicosanoides de la serie 2 y de los leucotrienos de la
serie 4, ambos de accién vasoconstrictora principalmente. En este mismo sentido Okamoto (1989)
sugiri6 que la actividad de la PLA, incrementd, liberando una mayor cantidad de AA para su
posterior uso en la sintesis de eicosanoides. En nuestros resultados no observamos grandes
cambios del &cido araquiddnico, sin embargo, no descartamos que el AA presente en estas
membranas haya sido utilizado para sintetizar prostaglandina y tromboxanos, participando en el

establecimiento de la hipertension.

Narce y Poisson (1995) reportaron una disminucion en la actividad de las A6, A5 como
consecuencia de la hipertension, reflejdndose en una menor cantidad de &cidos grasos w-3 (Narce
y Poisson, 1995). En nuestro estudio reportamos que el contenido de acidos grasos w-3 sufrio
cambios en membranas microsomales de rifidon. En el caso de los animales suplementados con el
AL notamos un contenido mas abundante de ALA con respecto a los grupos restantes a los 3
meses de edad (Fig. 32B). A los 6 meses vemos que el mismo acido graso, asi como el DHA,
muestran una mayor proporcion en los animales con AL (33A y B). En lo que respecta a las SHR y
SHR-STZ notamos que estos acidos grasos tienden a diminuir con el paso del tiempo, aunado a la
diabetes y la hipertension que padecieron estos animales. Ramesh et al., (2007) reportaron que la
insulina regula la actividad de la A6 y A9 desaturasas durante una condicion normoglicémica, sin
embargo, durante condiciones de diabetes, la regulacion de estas enzimas es deficiente. La
alteracion de estas enzimas es responsable de la modificacién en la composicion de &cidos grasos

en la diabetes (Holman et al., 1983).
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8. CONCLUSIONES

e El modelo de diabetes mellitus tipo 2 en ratas espontaneamente hipertensas mostro
caracteristicas propias de esta enfermedad tales como la hiperglicemia y un aumento en la
concentracion de colesterol y triglicéridos sanguineos.

¢ Normalmente, la hipertension se establece a los 3 meses de edad en esta cepa de
animales. Aqui se encontré que la hiperglicemia acelerd el desarrollo de la hipertensién

confirmando resultados previamente obtenidos en nuestro grupo.

¢ En ratas inducidas a diabetes (SHR-STZ-AL), el suplemento de aceite de linaza normaliz
la concentracién de glucosa. Ademas, retrasé el desarrollo de la hipertensién asi como la

intensidad de la misma.

e EIl suplemento de aceite de linaza redujo la concentracion de colesterol y triglicéridos

sanguineos.

e Con el tiempo, en las ratas diabéticas (SHR-STZ) la fluidez membranal de fantasmas de
eritrocitos tiende a disminuir, asimismo, el cociente de &cidos grasos insaturados a

saturados (I/S) mostré el mismo comportamiento, como ya lo hemos reportado.

e En ratas suplementadas con el aceite de linaza observamos un aumento en la fluidez
membranal de fantasmas de eritrocitos a la edad de 6 meses. De la misma forma, el

cociente de acidos grasos insaturados a saturados aumentd en estos animales.

e ElI contenido de &cidos grasos omega 3, como el &cido o linolénico, el &cido
eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico, aumento a los 3 y 6 meses de edad en las

membranas de eritrocitos de las ratas suplementadas con el aceite de linaza.

e Al analizar el cociente de insaturacion (I/S) de fantasmas de eritrocitos notamos el mismo
comportamiento que la fluidez reportada por el DPiP. Por lo tanto, este estudio muestra que

la fluidez membranal es principalmente dependiente de la composicion de &cidos grasos.
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o Al analizar la composicién de acidos grasos de microsomas de higado y rifibn de SHR y
SHR-STZ, se observo que el desarrollo de diabetes y/o hipertension induce varios cambios

en su composicion, alterando el cociente I/S.

¢ En microsomas de higado y rifidn, el aceite de linaza aumento el cociente de insaturacion

de &cidos grasos a los 3 meses de edad y se mantuvo asi hasta los 6 meses de vida.

¢ En microsomas de higado y rifién, la fluidez membranal detectada por el DPiP refleja un
comportamiento similar al cociente de insaturacion de acidos grasos lo cual significa que
también en microsomas, el DPIP es sensible a los cambios en la composicion de acidos

grasos.
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10. APENDICE 1

Tabla 18. Composicién de acidos grasos (mol%) de la dieta

Miristico 0.25%
Palmitico 14.55%
Palmitoleico 0.21%
Esteéarico 4.33%
Oléico 15.75%
Linoleico 30.03%
a Linolénico 3.11%
CLA 1.53%
Erucato 0.05%
Eicosanoato 7.27%
Araquidénico 0.38%
EPA 0.22%

DHA 0.05%

Compuestos de 20:3 14.75%

Otros 7.51%
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Tabla 19. Composicién de &cidos grasos (mol%) del aceite de linaza

Palmitico

Oléico
Linoleico
Linolénico

Otros
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