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V. RESUMEN

La Diabetes mellitus es un importante problema de salud en México y el mundo y se
conoce que su desarrollo puede llevar varios afios antes de manifestarse. Durante el
desarrollo de esta patologia se llevan a cabo diversas modificaciones metabdlicas,
algunas de ellas relacionadas con dafio al cerebro. En los ultimos afios se ha promovido
el consumo de 4cidos grasos omega 3 para el tratamiento y prevenciéon de la diabetes, sin
embargo, hasta la fecha se desconoce si el efecto es benéfico o no. El objetivo de este
trabajo fue comparar el efecto de los acidos grasos omega-3 de cadena larga (EPA y
DHA) y cadena corta (ALA) sobre el desarrollo inicial de diabetes, asi como las
consecuencias de estas moléculas sobre la composicion de acidos grasos y la respiracion
en mitocondrias de cerebro. Se trabajo con ratas Wistar machos; la induccion a DM2 se
hizo por inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) a neonatos. El destete de las
ratas se hizo a las 4 semanas; la administracion de los acidos grasos se hizo de forma
oral por diferentes tiempos (hasta los 3 6 6 meses de edad). Se midi6 la glicemia y peso
durante el crecimiento. En el sacrificio se extrajo el cerebro, el tejido se homogenizé y las
mitocondrias se abtuvieron por centrifugaciones diferenciales. La respiracion mitocondrial
fue evaluada por oximetria y la composicion de &cidos grasos se determiné por
cromatografia de gases. La hiperglicemia generada fue muy ligera, simulando las etapas
iniciales del desarrollo de la diabetes, con alteracién en el control de la glicemia, y en
general, sin cambios significativos en la ganancia de peso corporal de los organismos. En
mitocondrias cerebrales, el modelo de hiperglicemia ligera no presenta diferencias en el
CR, no obstante, las velocidades de respiracién mitocondrial si cambian. El efecto de los
acidos grasos omega 3 sobre los pardmetros de la respiracion es distinto y
particularmente en grupos normoglicémicos, los acidos grasos de cadena corta muestran
una disminucién significativa en el CR. El andlisis de cromatografia muestra que, en
general, no hay cambios drasticos en la composicion de &cidos grasos de las membranas
mitocondriales de cerebro; no obstante se presentan cambios particulares en ciertos
acidos grasos. En conclusion, se puede afirmar que aun cuando el desarrollo de la
diabetes no es evidente, ya se estan generando alteraciones tanto en la bioenergética
mitocondrial como en el metabolismo de lipidos en el cerebro, ademas de que el grado de
hiperglicemia y el tiempo de exposicién a esta, parecen jugar un papel importante en el

desarrollo de la patologia y las modificaciones bioquimicas consecuentes.

\



1 INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es un importante y creciente problema de salud en todos
los paises independientemente de su grado de desarrollo. Nuestro pais ocupa el 6° lugar
a nivel mundial en nimero de personas con diabetes y segun el Instituto Nacional de
Salud Publica desde el afio 2000, la DM en México es la primera causa de muerte entre
las mujeres y la segunda en los hombres. En 2010 esta patologia caus6 83,000 muertes

en el pais y la cifra en los ultimos afios sigue en aumento (Rojas et al, 2015).

La DM se define como un grupo de trastornos metabdlicos que se caracteriza
porque las personas que lo padecen presentan hiperglicemia (concentracion elevada de
glucosa en sangre) que puede acompafiarse en mayor o menor medida con una
alteracién en el metabolismo de los carbohidratos, los lipidos y las proteinas. En general
se habla de que el origen y las causas son distintas, sin embargo, todas conllevan a
defectos en la secrecién o accion de la insulina (American Diabetes Association, ADA,
2014).

La insulina es una hormona peptidica sintetizada por las células 8 de los islotes de
Langerhans en el pancreas (McKee, 2014). Su funcién principal es promover la captacion
de glucosa en las células del musculo estriado esquelético y del tejido adiposo, y la
homeostasis de la glucosa en sangre, ademas, participa en otros procesos metabdlicos
como: estimulacién de lipogénesis, sintesis de glucogeno y proteinas e inhibe los
procesos contrarios. En el caso de la DM la insulina que es secretada por las células B
pancreaticas no es suficiente o las células diana no responden de manera adecuada a su
estimulo, lo que da como resultado una desregulacibn de los procesos antes
mencionados y produce un aumento en la concentracion de glucosa en sangre (Saltiel y
Kahn, 2001).

Los signos y sintomas clinicos de la hiperglicemia son: polifagia, polidipsia, poliuria y
pérdida de peso, si la patologia no se atiende de forma adecuada pueden presentarse
complicaciones como la pérdida de la agudeza visual, dafio renal e incluso pie diabético

(Rivera — Hernandez et al, 2001).



De acuerdo con el comité de expertos de la ADA existen diferentes tipos de

diabetes, los cuales se clasifican en:

1.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

Anteriormente denominada diabetes insulinodependiente. Este tipo de diabetes es el
resultado de una destruccion autoinmune de las células B del pancreas que conlleva a
una deficiencia absoluta de insulina. Esta destruccion autoinmune tiene mdultiples
predisposiciones genéticas y se relaciona con factores ambientales poco definidos (ADA,
2018). La tasa de destruccion de las células B pancreaticas es variable entre los pacientes

(se ha mencionado que es mas rapida en lactantes y nifios).

La DM tipo 1 representa del 5-10% de los casos clinicos de DM en el mundo y para

sobrevivir los pacientes necesitan de un suministro constante de insulina.

1.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

Este tipo de diabetes corresponde a lo que anteriormente se denominada DM no
insulinodependiente o diabetes del adulto. Se caracteriza por la pérdida progresiva de la
secrecién de insulina y/o derivada de resistencia a la insulina. A diferencia de la DM1 la
deficiencia de insulina es relativa (no absoluta) por lo que los pacientes que la padecen no

requieren de insulina exdgena para sobrevivir

Las estadisticas indican que entre el 90 y el 95% de los pacientes que padecen
diabetes presentan la DM2, la cual se asocia a malos habitos alimenticios, inactividad

fisica y un exceso de peso corporal.

1.1.3 Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se caracteriza por la presencia de cualquier grado de
intolerancia a la glucosa que se inicia durante el embarazo. Esta intolerancia deriva de
algunas hormonas que produce la placenta y que se oponen al efecto de la insulina lo que

conduce a un incremento en las concentraciones de glucosa en sangre. Normalmente la



Diabetes gestacional se diagnostica en el segundo o tercer trimestre de embarazo y en la

mayoria de los casos clinicos esta condicion se revierte después del parto.

1.1.4 Otros factores que favorecen el desarrollo de DM
+ Defectos genéticos en la secrecién de insulina:

Las alteraciones metabdlicas asociadas con los receptores de insulina producen ciertos

grados de hiperglicemia.

+» Infecciones:

Algunos virus se asocian con la destruccién de las células B pancreaticas (virus de la

rubeola y el megalovirus, entre otros).

+ Enfermedades del pancreas :

Se habla de cualquier proceso que afecte al pancreas puede causar DM, entre estos

procesos se encuentran la pancreatitis, el trauma, las infecciones y el carcinoma.

« Endocrinopatias:

Ciertas hormonas como el glucagon antagonizan el efecto de la insulina y cuando se

encuentran en exceso pueden desencadenar DM.

+ Diabetes inducida por drogas/ toxinas:

Existe una gran variedad de farmacos que pueden interferir en el metabolismo de los
carbohidratos, los mecanismos de accién incluyen: disminuciéon en la secrecion de
insulina, aumento en la produccion hepética de glucosa o desarrollo de resistencia a la

accion de la insulina.



1.2 Panoramade la DM

El nimero de personas con DM en el mundo se encuentra en aumento debido al
constante crecimiento poblacional y envejecimiento de la poblacién. Entre los 3 paises
con mayor numero de individuos diabéticos se encuentran: India, China y Estados unidos
y se estima que estos tres paises seguiran encabezando la lista hasta el afio 2030
(Franco, 2009).

En el caso particular de México, los malos hébitos alimenticios de la poblacion, asi
como la falta de actividad fisica han ocasionado que las personas tengan sobrepeso y
obesidad, un factor de riesgo para desarrollar diversas enfermedades. En 2012, Gutiérrez
y colaboradores a través de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reportaron que
alrededor de 6.4 millones de mexicanos padecian diabetes y que el 99% de estos casos
clinicos correspondian a DM tipo 2. Actualmente las cifras han aumentado y la DM tipo 2
se ha convertido en un problema de salud publica, por lo que en los Gltimos afios se han
realizado una gran cantidad de investigaciones para conocer mas acerca de sus efectos y

las posibles causas.

1.3 Enfermedades y alteraciones metabdlicas asociadas a la DM tipo 2

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en
pacientes que padecen DM2 y uno de los principales factores de riesgo son las
dislipidemias. Esta bien documentado que la DM2 causa un estado de hiperlipidemia,
entendiéndose a esta como un aumento en la concentracion de triacilgliceroles vy
colesterol en sangre lo que puede desencadenar problemas graves (Cuevas y Alonso,
2016).

Se ha reportado que el incremento de los lipidos circulantes en el torrente
sanguineo provoca que estos se acumulen en los islotes del pancreas, afectando a las
células B lo que ocasiona alteraciones en la secrecion de insulina y contribuye a aumentar
las concentraciones de glucosa en sangre (Schaffer, 2003). Las altas concentraciones de
glucosa en sangre pueden generar un estado denominado “glucotoxicidad” y tomando en

cuenta las caracteristicas quimicas de esta molécula (altamente reactiva por la presencia



de hidroxilos en su estructura) puede desencadenar efectos adversos sobre las

estructuras celulares y sus funciones (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Dentro de las estructuras que mas se ven afectadas por la glucotoxicidad y de las
cuales se han realizado una gran cantidad de estudios debido a su importancia para la

célula se encuentran las membranas biol6gicas.

En general, se acepta que con el desarrollo de la DM 2 las membranas de distintas
células tienden a ser mas rigidas o, dicho de otro modo, menos fluidas (Pilon, 2016). El
término fluidez hace referencia a la viscosidad de la bicapa lipidica y se explica por el
grado de resistencia que imponen los componentes de la membrana al movimiento. La
fluidez de la membrana depende mucho del porcentaje de acidos grasos insaturados en
los fosfolipidos (McKee y McKee, 2014), por lo que durante el desarrollo de la DM los
cambios en la fluidez estan principalmente regulados por un incremento de acidos grasos
saturados en la membrana; sin embargo, el cambio en la composicién de estos acidos
grasos no es el unico determinante para modificar la fluidez membranal, también se
encuentran otros pardmetros como la temperatura y la cantidad de colesterol que se
encuentra contenido en la bicapa lipidica (Stryer et al, 2015). La alteracion de la fluidez
representa, por lo tanto, un problema grave para la célula ya que se ha observado
experimentalmente que algunos procesos de transporte, asi como la actividad de ciertas
enzimas pueden alterarse cuando la fluidez de la membrana se ve afectada (Bloom et al,
1991).

Las mitocondrias son organelos que basicamente se encuentran formados por
membranas y que gracias a esta estructura (dos sistemas de membranas: membrana
interna y membrana externa) puede llevarse a cabo un proceso que es fundamental para
la célula, la fosforilacion oxidativa; via metabdlica cuya finalidad es la produccién de ATP
(energia) a través del bombeo de protones y transferencia de electrones por parte de los
complejos mitocondriales. Dichos protones acumulados servirAn como fuerza proton-
motriz para la generacion de ATP por la enzima ATP sintetasa utilizando como sustratos
ADP y fosforo inorganico. Generalmente las moléculas donadoras de protones son el
NADH y FADH2, moléculas que se forman a partir de otras vias metabdlicas como la
glucdlisis y el ciclo de Krebs. La fosforilacion oxidativa tiene lugar especificamente en la
membrana interna de la mitocondria y el aceptor final de electrones por lo regular es el

oxigeno molecular (Voet y Voet, 2006).



De forma general se acepta que la mitocondria es uno de los principales organelos
en donde se produce mayor cantidad de radicales libres (moléculas cuya caracteristica es
la presencia de un electron desapareado en su ultimo orbital molecular) debido a que la
transferencia de electrones para la total reduccién del O, hasta la formacion de agua
(H20) no es un proceso 100% eficiente, sin embargo, existen moléculas especializadas,
conocidas como antioxidantes, que ayudan a estabilizar quimicamente a los radicales
libres (Halliwell y Gutteridge, 2015). Se conoce que durante el desarrollo de DM2 hay un
aumento en la produccion de radicales libres y las defensas antioxidantes se ven
afectadas, lo que puede generar un estado de estrés oxidativo en las células, fenbmeno

clave en el desarrollo y progresion de esta patologia (Ha y Lee, 2000).

1.4 Tratamiento de la DM2.

En respuesta a todas las alteraciones que desencadena la DM tipo 2, se han
buscado distintas alternativas que sean auxiliares para el control de la hiperglicemia. Los
tratamientos mas utilizados son los farmacos hipoglucemiantes, que como su nombre lo
indica son drogas que disminuyen la concentracién de glucosa en sangre luego de su
administracion por via oral. Existen varios tipos de farmacos entre los que podemos
encontrar: el grupo de las sulfonilureas, Biguanidas, Tiazolidinedionas, entre otros

(Mateos y Zacarias, 2002).

Un ejemplo de los hipoglucemiantes es la metformina, farmaco empleado para el
tratamiento de DM tipo 2, pertenece al grupo de las biguanidas y se conoce que este
farmaco es auxiliar en la disminucion de la glucosa liberada por el higado. Principalmente
se ha postulado que su mecanismo de accion es la inhibicion de la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (inhibicion de la gluconeogénesis) asi como la reduccion
de la actividad del glucagén (disminucién de la glucogendlisis). Por su parte, en el
musculo, dicho farmaco promueve la captacién de la glucosa mediada por insulina a
través del glucotransportador 4 (GLUT 4) (Godoy y Moreira, 2009; Bailey, 2015).

Otro ejemplo del empleo de estos farmacos es el grupo de las sulfonilureas, del
cual, su mecanismo de accidn esta bien descrito y sus efectos se deben a la unién de
estas moléculas a su receptor (intimamente relacionado con los canales de potasio
sensibles al trifosfato de adenosina) en la superficie de las células B (SUR-1). La unién de

la sulfonilurea a su receptor desencadena el cierre de los canales de potasio, lo cual
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impide la salida iones de potasio de la célula B, como consecuencia la membrana celular
se despolariza originando la abertura de los canales de calcio dependientes de voltaje. El
ingreso de los iones de calcio a la célula produce la contraccion de los microtibulos y con
ello la exocitosis de la insulina preformada y almacenada en granulos adyacentes a la

membrana plasmatica, dando lugar a la primera fase de liberacion (Romero, 2009).

Sin embargo, a pesar de la existencia de los farmacos hipoglucemiantes, se han
propuesto otras alternativas “mas naturales” que puedan tener el mismo efecto. En los
Gltimos afios la ingesta de &cidos grasos omega 3 de cadena larga, principalmente el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA), como posible
tratamiento de la DM 2, ha incrementado. Por ello, se han realizado distintos trabajos para
demostrar el efecto hipoglucemiante, encontrando que efectivamente pueden ser
auxiliares en el control de la glicemia y aparentemente tienen un efecto hipolipemiante sin
embargo, alin no se conoce el mecanismo exacto por el cual estas moléculas tienen este
efecto, no obstante se ha postulado que lo hacen por medio de los receptores activadores
de proliferacion del peroxisoma (PPARS), los cuales son receptores nucleares que
pertenecen a la familia de factores de transcripcion activados por ligandos (Auwerx,
1999). Existen tres tipos de PPARS que son designados con letras del alfabeto griego y
se localizan en distintos tejidos (Sanhueza y Valenzuela, 2006). De ellos el de mayor
interés en el metabolismo de la glucosa asociado a los lipidos es el PPAR vy el cual se
encuentra principalmente en higado y juega un papel importante para la diferenciacion y
proliferacién de los adipocitos. Estos receptores son activados por ligandos naturales
(acidos grasos y prostanoides) que se unen al receptor y estimulan la expresion de
diversos genes, entre los que se encuentran los implicados en la respuesta a la insulina,
incluido el receptor de insulina y sus sustratos (IRS-1, IRS2) (Iwata et al, 2001), asi como
los que codifican para el transportador de glucosa GLUT 4 que se expresa principalmente

en musculo esquelético, musculo cardiaco y tejido adiposo (Sandoval et al, 2016).

Ademas de todo lo anterior, se ha postulado que algunos acidos grasos consumidos
en la dieta pueden ser incorporados en algunas estructuras celulares, tal es el caso de los
fosfolipidos que componen a las membranas. La estructura de estos acidos grasos (con
largas cadenas hidrocarbonadas con una o varias insaturaciones) aumenta la fluidez de la
bicapa lipidica, pues adoptan una forma determinada que les permite ocupar mas espacio
dentro de las estructuras que los contienen, facilitando asi el movimiento de receptores,

canales i6nicos, enzimas, etc (Crawford et al; 1999).



1.5 Importancia biolégica de los acidos grasos

Se debe tener presente que los acidos grasos no sélo se limitan a ser constituyentes
esenciales de las membranas biolégicas sino que también desempefian otras importantes
funciones en diversos tejidos. En primer lugar, los acidos grasos son fuente de energia
para la célula ya que después de que son consumidos en la dieta y que han pasado por el
proceso de digestion y absorcién, estos pueden formar parte de los triacilgliceroles (los
cuales consisten en tres acidos grasos gue se encuentran esterificados a una molécula de
glicerol); lo que facilita su transporte en el torrente sanguineo para que posteriormente
puedan ser almacenados en el citosol de las células adiposas como reservas energéticas
(Voet y Voet, 2006).

Los acidos grasos no esterificados pueden participar en la regulacion de la
expresion genética, pues juegan un papel clave como ligandos para diversos receptores
nucleares (particularmente los acidos grasos de la familia de los w-3), dentro de los
receptores que mas han sido estudiados se encuentran los PPARS. Entre los principales
acidos grasos que ejercen este efecto de ligandos se encuentran: el acido araquidénico
(AA), EPA, DHA, el acido alfa linolénico (ALA) y el acido linoleico conjugado (Sanhuezay
Valenzuela, 2006; Varga et al, 2011).

Algunos acidos grasos se asocian con otras moléculas de naturaleza lipidica como
los fosfolipidos o los ésteres de colesterilo, que a su vez se asocian en conjunto de forma
no covalente con proteinas formando lo que se conoce como lipoproteinas, cuya funcién
es servir como vehiculo para el transporte de los triacilgliceroles y el colesterol en el

torrente sanguineo (Voet y Voet, 2006).

Ademas, los acidos grasos son precursores de la sintesis de otras moléculas
sefalizadoras como los eicosanoides, un grupo heterogéneo de moléculas que se
producen en la mayor parte de los tejidos de los mamiferos y entre los que se encuentran
las prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos; responsables de mediar una
amplia variedad de procesos fisiolégicos como: la inflamacién, la percepcion del dolor y la

regulacion del flujo sanguineo (McKee y McKee, 2014).

Debido a la importancia de los acidos grasos en el metabolismo celular, el consumo
de estas moléculas, principalmente los de cadena larga, ha sido recomendado también en

el tratamiento de diversas enfermedades.



Adicionalmente se ha establecido que los acidos grasos son fundamentales para
asegurar el correcto desarrollo de los érganos y en particular diversos estudios se han
centrado en determinar la participacion de estos acidos grasos en el desarrollo del
cerebro, encontrando que efectivamente desempefian un papel clave, principalmente la
familia de los w-3, (entre ellos destaca el DHA) donde se ha postulado que su consumo es
fundamental, ya que es el principal componente estructural de membranas celulares de
cerebro y retina, por lo que su consumo es requerido durante el tercer trimestre del
embarazo y hasta los 18 meses de vida de los infantes (Innis y Friesen, 2008), razén por
la cual los &cidos grasos de cadena larga han sido incorporados en la elaboracién de
férmulas lacteas, “asegurando” los requerimientos de los lactantes en sus primeros afios

de vida.

Por otro lado, se ha planteado que el consumo de los acidos grasos omega -3 de
cadena larga es indispensable para el cerebro de los adultos, pues ademas de mejorar la
funcién cognoscitiva, se ha planteado que una alteraciéon en el metabolismo de estas
moléculas esta relacionada con la aparicién de ciertos trastornos neurolégicos como el

Alzheimer o el trastorno bipolar (Séderberg et al, 1991).

1.6 Metabolismo del cerebro y alteraciones durante la DM 2

El cerebro es un érgano muy importante pues controla diversas funciones vitales,
debido a esto existen estructuras especializadas que lo protegen de posibles lesiones
fisicas (craneo) o que impiden el paso de sustancias y/o agentes bioldgico infecciosos que
intervengan con su buen funcionamiento (barrera hematoencefalica, BHE) (Escobar y
Gomez, 2008).

De forma normal, la principal fuente de energia del cerebro es la glucosa; sin
embargo, durante la DM2 donde el suministro de glucosa es bajo se recurre a la
degradacion de otras moléculas para la obtencion de energia, en este caso en particular
los acidos grasos son catabolizados a cuerpos ceténicos (Pefia et al, 2004). Los cuerpos
ceténicos se forman de manera normal a través de un proceso llamado cetogénesis que
tiene lugar en las mitocondrias de higado, en el cual una pequefia fraccién de acetil-coA
(intermediario y producto metabdlico resultante de la B-oxidacion) se convierte en
acetoacetato al unirse dos moléculas de acetil coa y posteriormente perder la coenzima.

El acetoacetato puede reducirse para dar origen al B-hidroxibutirato o en menor medida



puede descarboxilarse para dar origen a la acetona, en conjunto estas tres moléculas se
conocen como cuerpos cetdnicos. Durante el desarrollo de la DM tipo 2 las mitocondrias
de higado utilizan una mayor cantidad de grasas y por ende incrementan la produccion de

los cuerpos cetonicos.

La produccién de cuerpos cetdnicos es superior a su oxidacion, lo que ocasiona que
se acumulen y generen un estado de acidosis en el organismo, debido a que estas
moléculas tienen un radical carboxilo en su estructura, lo que podria desencadenar
problemas muy graves (Pefia et al, 2004). Debido a que la BHE es permeable a los
cuerpos cetdnicos, estas moléculas pueden ser utilizadas como sustrato energético en el
cerebro (Crone y Gjedde, 1973; Pierre y Pellerin, 2005).

A pesar de gue los cuerpos cetonicos derivan de los acidos grasos se ha postulado
gue no todas las moléculas de esa naturaleza pueden atravesar la BHE y solamente se
habla de que algunos acidos grasos que no se encuentran esterificados o en asociacion
con otros componentes tienen la capacidad de hacerlo. Aungque no se sabe con precision
qué acidos grasos son capaces de cruzar la BHE desde hace tiempo existe interés por
averiguarlo. En 1997 Williams y colaboradores demostraron que tanto el 4cido palmitico
como el araquidénico son capaces de atravesar la BHE. Sin embargo, aunque se han
postulado varias hip6tesis en torno al transporte de los acidos grasos a través de esta
estructura hasta la fecha no se sabe con precision el mecanismo exacto por el cual
ocurre. De aqui que surja una serie de preguntas acerca del consumo de estos acidos
grasos y su funcién en el cerebro, ya que al existir la BHE en el cerebro la absorcion de
estas moléculas no resulta tan “sencilla” en comparacion con otros 6rganos y, de acuerdo
con la investigacion realizada hasta el momento se ha postulado que la BHE es selectiva
y que la estructura de los acidos grasos (la longitud de la cadena y el nimero de

insaturaciones de ésta) parecen desempefiar un papel determinante para su transporte.
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2 ANTECEDENTES

Con el objetivo de evaluar los efectos de la DM 2 sobre las membranas bioldgicas
se han realizado diferentes estudios desde el punto de vista molecular, estructural y
funcional de diversos tejidos y 6rganos. De forma general se plantea que con el desarrollo
de DM 2 las membranas de distintas células tienden a ser mas rigidas (Pilon, 2016). Esta
propuesta es parcialmente aceptada por nuestro equipo de trabajo, ya que en diversos
experimentos que se han realizado en el laboratorio se ha encontrado que dependiendo
de la etapa de desarrollo de esta patologia efectivamente la fluidez de la membrana
cambia, aunque esto no implique necesariamente una disminucion. Para ejemplificar lo
anterior, en un estudio elaborado por Pérez y colaboradores (2017) se encontré un
aumento de la fluidez membranal y un aumento del control respiratorio de mitocondrias de
higado en ratas con DM2 durante la etapa inicial de la patologia. De igual forma Figueroa
y colaboradores (2015) reportan una disminucion en la actividad mitocondrial
acompafiada del incremento en la lipoperoxidaciéon y cambios fisicos (aumento de la
fluidez) y quimicos (composicién de acidos grasos) particulares en las membranas de
mitocondrias de placenta en ratas con hiperglicemia ligera. Los datos anteriores sugieren
que la fluidez membranal y/o funciones asociadas, no tienen un comportamiento Gnico y
gue esto depende de muchos factores como: estado fisioldgico, edad, nutricién, medio

ambiente, etc.

Recordando que la DM 2 es una patologia que esta catalogada dentro de las
enfermedades crénicas, es decir que es de larga duracidon y de progresion lenta, las
alteraciones metabdlicas que se presentan y que son perjudiciales para el organismo
pueden tardar varios afios en manifestarse y debido a estas condiciones las células y sus
membranas tienen que adaptarse al nuevo entorno. No obstante, en muchas ocasiones
los cambios que se presentan son muy sutiles y considerando la progresion lenta de estas
alteraciones es dificil diferenciar si son derivadas de los estadios iniciales del desarrollo
de esta patologia o si sblo se trata de variaciones que pudieran presentarse en el

organismo de forma normal.

Por lo anterior estamos interesados en generar un modelo de DM 2 con
hiperglicemia ligera, que pueda reflejar los cambios que se presentan durante los
primeros estadios de desarrollo de esta patologia; ademas se pretende comparar el efecto

de los acidos grasos w-3 tanto de cadena larga (EPA y DHA), los cuales ya se sabe que
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son auxiliares en el control de la glucemia y los acidos grasos w-3 de cadena corta
(principalmente ALA) que a pesar de que no se han estudiado a fondo, Vicentefio (2018)
demostré su efecto positivo, ya que al administrar estas moléculas a ratas Wistar con un
modelo de DM2 (durante un lapso maximo de 5 meses) estas resultaron ser auxiliares en
el control de la glucemia llegando a presentar concentraciones de glucosa similares a los
grupos control, ademas, de que parecen participar en la regulacion de otros parametros

fisioldgicos como la concentracion de triacilgliceroles en sangre.

En este trabajo se pretende analizar si los acidos grasos omega 3, tanto los de
cadena larga (EPA y DHA) como los de cadena corta (ALA), tienen algun efecto sobre la
glicemia en un modelo de DM2 con hiperglicemia ligera y si dichos acidos grasos pueden
atravesar la BHE para incorporarse a células cerebrales y llegar hasta sus mitocondrias,

en las cuales podrian afectar su respiracion.
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3 JUSTIFICACION

Hoy en dia se estd promoviendo indiscriminadamente el consumo de DHA y EPA
argumentando que son buenos para mantener la salud y promover un sano crecimiento
de los infantes, sin embargo, poco se conoce sobre sus efectos reales y menos aun sobre
sus mecanismos Y sitios de accion. No hay que olvidar que DHA y EPA no son los Gnicos
acidos grasos omega- 3 que existen, también se encuentran los acidos grasos w-3 de
cadena corta (ALA, precursor de DHA y EPA) que no han sido estudiados con tanta
profundidad y que podrian tener el mismo efecto positivo (0 negativo) en la regulacion de
la glucemia, lo que en segundo plano ayudaria a disminuir o atenuar los cambios

estructurales que causa el desarrollo temprano de DM2 en las membranas bioldgicas.

En este estudio en particular, se pretende estudiar las membranas mitocondriales de
cerebro, recordando que los trabajos que han sido realizados hasta el momento no
brindan informacién suficiente sobre las alteraciones que pudieran presentarse en este

6rgano, por lo que se ha planteado como objetivo indagar mas sobre el tema.

4 HIPOTESIS

Los acidos grasos omega 3 administrados tendran un efecto positivo en contra del
desarrollo de DM2, asi mismo estas moléculas atravesaran la BHE para incorporarse a
las células cerebrales y llegar hasta sus mitocondrias en donde afectaran su respiracion y

la composicion de sus membranas.
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5 Objetivos

5.1 General

— Comparar el efecto de los acidos grasos omega-3 de cadena larga y corta sobre el
desarrollo inicial de diabetes asi como las consecuencias sobre la composicion de

acidos grasos y la respiracién en mitocondrias de cerebro.

5.2 Objetivos particulares:
— Generar un modelo de DM 2 con hiperglicemia ligera en ratas Wistar neonatos.

— Estudiar y comparar el efecto de los acidos grasos w- 3 de cadena larga y cadena
corta sobre el peso y la glicemia de ratas inducidas a DM2 y sus respectivos

controles normoglicémicos a 3 y 6 meses de edad.

— Estudiar el efecto de los tratamientos sobre el control respiratorio (CR) en

mitocondrias de cerebro.

— Analizar la composicion de &cidos grasos en tejido cerebral y mitocondrias de

cerebro de ratas con hiperglicemia ligera.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de experimentacién

Para la obtencién de los modelos experimentales, primero se trabajé con ratas
Wistar hembras proporcionadas por el bioterio de la FES lztacala con una edad
aproximada de 3 meses, las cuales fueron ubicadas en cajas de polisulfonato junto con

machos sanos de la misma estirpe con la finalidad de que pudieran aparearse.

Una vez que las hembras mostraron signos de gestacion se trasladaron a otra caja
individual y se les dio seguimiento durante las semanas subsecuentes. Las crias
resultantes se separaron por sexo. Los machos fueron seleccionados y fueron regresados
con la madre para que pudieran ser alimentados hasta que cumplieran las 4 semanas de
edad

Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de bioterio con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a 22°C, contaban con libre acceso

a alimento y agua.

6.2 Induccion de Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes fue inducida en machos neonatos de 48 horas de edad por inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) con una concentracion de 130 mg/kg de peso
corporal disuelto en 50 pl de amortiguador de citrato, a un pH de 4.6. Para el caso del
grupo control solamente se les inyectd el amortiguador de citratos. Los animales fueron
mantenidos con la madre hasta que fueron destetados, aproximadamente a las cuatro

semanas de edad.
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6.3 Administracion de acidos grasos omega-3

La administracion de acidos grasos w- 3 se hizo de manera directa, desde que

fueron destetados (4 semanas de edad), con ayuda de una micropipeta repetidora.

Para asegurar que los aceites comerciales adquiridos eran una buena fuente de
acidos grasos w- 3 tanto de cadena larga como de cadena corta se procedié a hacer el
analisis correspondiente por cromatografia de gases. En el caso de la provision de los
acidos grasos omega-3 de cadena corta se administro aceite de linaza marca FLAX SEED
OIL 1000. Para el caso de los acidos grasos de cadena larga se ocupé aceite de salmon
SALMON OIL 1000.

La administracion se realizd6 durante 5 dias a la semana por distintos lapsos de
tiempo segun los grupos experimentales: 3 y 6 meses de edad. La dosis suministrada fue
de 200 mg/Kg de peso corporal. El volumen administrado dependié del peso de los

animales.

6.4 Medicion de parametros fisiolégicos

La concentracion de glucosa en sangre fue cuantificada con un equipo Accuchek; el
peso de los animales se obtuvo con ayuda de una balanza digital. Ambas mediciones se
realizaron semanalmente desde el destete de los animales y hasta el momento del
sacrificio con la finalidad de poder observar el comportamiento de estos dos parametros

fisiolégicos durante los estadios iniciales de la DM2.

En el caso particular de la medicién de la glicemia los animales fueron mantenidos

en un ayuno minimo de 4 horas.
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6.5 Sacrificio de animales

6.5.1 Extraccion de cerebro

Una vez que las ratas cumplieron con la edad requerida de experimentacion, fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (40mg/kg de peso) por via intraperitoneal y una vez

gue no hubo sensibilidad alguna, se prosiguié a exsanguinarlas por puncién cardiaca.

Posteriormente las ratas fueron decapitadas y se prosiguié con la extraccion del
cerebro. El cerebro se transfiri6 a un medio acuoso (medio H) el cual contiene sacarosa
0.07 M, acido 4- (2-hidroxietil) piperazina-l-etanosulfénico (HEPES) 20 mM, manitol
0.21My albamina bovina 2 mM a pH 7.4.

6.5.2 Obtencidn de mitocondrias cerebrales

El cerebro se homogeneiz6 con ayuda de un homogeneizador de vidrio Potter-
Elvehjem en hielo evitando el sobrecalentamiento de la muestra. Con la finalidad de
conocer la composicién de &cidos grasos del tejido cerebral se colectd una muestra de

dicho homogenado para su posterior andlisis en cromatografia de gases.

Las mitocondrias del cerebro fueron aisladas por centrifugaciones diferenciales
empleando una centrifuga Sorvall ST 16 R (Thermo Scientific) con rotor F15-6x100. Se
hicieron 3 centrifugaciones, de 10 minutos cada una. En la primera centrifugacion de 2500
rpm fue colectado el sobrenadante. La segunda centrifugacién fue de 7500 rpm donde se
obtuvo la pastilla. Después se hizo una incubacion durante 30 minutos con medio H y
albumina al 1% con la finalidad de eliminar los acidos grasos libres de la fraccion
mitocondrial. La dltima centrifugacion fue de 9000 rpm, obteniéndose la pastilla
(mitocondrias cerebrales) y resuspendiéndola en el menor volumen posible para

posteriormente proceder a cuantificar proteina (Método de Bradford, 1976).
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6.5.3 Respiracién mitocondrial de células cerebrales

La funcién mitocondrial fue evaluada con la medicion de consumo de oxigeno. Para
ello se utilizé un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un oximetro YSI 500A. Los
experimentos fueron realizados en un camara de reaccion que contenia 1.5 ml de medio
de control respiratorio (medio de reaccién) cuyos componentes son Succinato 10mM,
Sacarosa 250 mM, MgCl; 10 mM, HsPO4 10 mM, EGTA 1.1 mM y Albumina bovina al 1%
a pH 7.4. El medio de reaccién se mantuvo a una temperatura de 37°C mediante un bafio
de recirculacion JULABO 77960. ElI consumo de oxigeno fue monitoreado por una

computadora con ayuda del programa Bite Wedge Standard.

La respiracion mitocondrial se evalué con los cambios en la velocidad del consumo
de oxigeno (consumo de oxigeno por unidad de tiempo) en los estados 4 (alto contenido
de sustrato y oxigeno) y estado 3 (alto contenido de sustrato y adicion de ADP) para

posteriormente calcular el control respiratorio (Velocidad en estado 3/estado 4).
6.6 Obtencidén de metilestéres

Los metil-estéres de los acidos grasos fueron obtenidos siguiendo el método de
Morrison y Smith (1964). Se utilizaron viales de vidrio de 4 ml en donde se adicionaron 50
pl de muestra, posteriormente se agregé 1 ml de reactivo de trifloruro de boro 14% en
metanol. Se colocaron en bafio maria por 30 minutos a temperatura de ebullicion del agua
(aproximadamente 92°C). Una vez transcurrido el tiempo los viales se retiraron del bafio
maria y se adicionaron 2 ml de hexano y 1 ml de agua, lo que dio como resultado la
formacion de dos fases. A continuacién, se centrifugd y se colecté la parte organica
trasladandola a otro vial. EI hexano fue evaporado con una corriente constante de
nitrégeno y los metil-ésteres de los acidos grasos fueron almacenados en congelaciéon y
protegidos de la luz para su posterior andlisis.
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6.7 Analisis de los acidos grasos de mitocondrias y tejido cerebral

Los metil-estéres de los acidos grasos fueron resuspendidos en 50 pl de hexano, se
analizaron en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500 cuyas caracteristicas
son las siguientes: inyector capilar “Split/splitless” y detector de ionizacién de flama (FID).
La columna responsable de la separacion de los acidos grasos fue una columna capilar
Omegawax con un diametro interno de 0.25 mm y 30 m de longitud. El gas acarreador fue
nitrégeno. Se inyectaron 4 pl de la muestra y la composicién de acidos grasos tanto de
tejido, asi como de mitocondrias cerebrales se determiné por comparacion de los tiempos
de retencion con metil ésteres estandares y por andlisis de las areas bajo los picos de los

acidos grasos correspondientes registrados en el cromatograma.

6.8 Analisis estadistico

Se realiz6 una prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales, la cual
permite el andlisis de muestras no pareadas. El estadistico se realizé en Excel y las
condiciones del mismo fueron: n= de 3 a 7 animales (p < 0.05). Todos los grupos
experimentales fueron analizados entre si y los resultados se muestran en tablas de

significancia en Anexos 1.
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7 RESULTADOS

7.1 Composicion de aceites

La composicion de aceites comerciales seleccionados para los tratamientos fue
analizada por cromatografia de gases. En la tabla 1 se presenta la composicion (mol %)
de aceite de linaza y aceite de salmén. Se encontré que el aceite de linaza es buena
fuente de acidos grasos omega 3 de cadena corta, ya que contiene alrededor de 62.4
mol% de ALA (omega 3 de cadena corta). Por otro lado, el aceite de salmén resultd ser
buena fuente de acidos grasos omega 3 de cadena larga pues su contenido de EPA y

DHA fue de 26.8 y 14.4 mol% respectivamente.

Tabla 1. Aceites comerciales analizados por cromatografia de gases. En a se muestra la
composicién de acidos grasos del aceite de linaza, mientras que en b se presenta la composicién

de acidos grasos del aceite de salmén.

a) b)
Aceite de Linaza Aceite de salmoén
Acido graso mol % Acido graso mol %
Palmitico 6.3 Miristico 4.1
Palmitico 9.7
Palmitoleico 6.0
Estearico 2.1 .
Estearico 2.6
Oleico 17.7
Oleico 15.4 Linoleico 3.9
Linolénico 5.8
Linoleico 13.7 Araquidico 1
Araquidénico 1.6
EPA 26.8
Alfa Linolénico 62.4 DHA 14.4
NI 5.8

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, no identificado
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7.2 Efecto de los acidos grasos w-3 de cadena larga (EPA y DHA) y cadena
corta (ALA) sobre el peso de ratas control y ratas inducidas a diabetes
(STZ) con y sin tratamiento

En la figura 1 se muestra la curva de crecimiento de los diferentes grupos
experimentales. La gréafica se compone de dos partes, del lado izquierdo se presentan los
grupos de ratas normoglicémicas (Grupo control), y del lado derecho se muestran los
grupos que fueron inducidos a diabetes (Grupo STZ), ambas partes de la grafica incluyen
a los respectivos grupos con la administracion de acidos grasos de cadena larga y cadena

corta.

En la grafica se muestran los pesos promedios de todos los grupos experimentales
que fueron obtenidos cada mes desde el destete de los animales (1 mes de edad) hasta

el momento del sacrificio (6 meses de edad).

En general se observa que la mayor ganancia de peso corporal fue la del grupo
Control sin tratamiento con un peso promedio de 511 + 62 g a los seis meses de edad. De
acuerdo a lo esperado el peso promedio del grupo STZ sin tratamiento fue menor, con un
peso de 454 + 66 g hasta el momento del sacrificio, o que representa una ganancia de

peso 11% menor en comparacion con el grupo control.

En el caso de los grupos control que fueron tratados con acidos grasos se observa
que ambos grupos tuvieron una menor ganancia de peso promedio con respecto al grupo
control. Particularmente el grupo al que se le administré los acidos grasos de cadena
larga (C +w-L) fue el que tuvo una menor ganancia de peso corporal con respecto a todos
los grupos experimentales ya que su peso promedio fue de 426 + 44 g (que representa un

peso 16% menor que el grupo control).

Con respecto a los grupos experimentales que fueron inducidos a diabetes y que
recibieron el tratamiento de acidos grasos se observa que ambos grupos muestran una
tendencia a ganar peso si se compara con el grupo STZ, nuevamente los acidos grasos
de cadena larga parecen tener un mayor efecto ya que en la grafica se aprecia que este
fue el grupo que tuvo una mayor ganancia de peso ( con un peso promedio de 479 £ 60 g,

lo que representa un peso 5.5 % mayor con relacién al grupo STZ sin tratamiento).
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Figura 1. Curva de crecimiento de ratas Wistar normoglicémicas (grupo Control), inducidas a diabetes (Grupo STZ) y los respectivos grupos tratados tanto
con acidos grasos w-3 de cadena larga (EPA y DHA) asi como los grupos tratados con acidos grasos de cadena corta (a- linolénico) a partir de un mes de
edad. n=21, control 31, STZ a 1 mes de edad; n=6- 12 de 2 a 3 meses de edad y n= 3-6 de 4 a 6 meses de edad.
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7.3 Efecto de los acidos grasos -3 de cadena larga (EPA y DHA) y cadena
corta (ALA) sobre la concentracién de glucosa sanguinea de ratas

control y ratas inducidas a diabetes (STZ) con y sin tratamiento

En la figura 2 se muestran las glicemias promedio de todos los grupos
experimentales con los que se trabajé en esta tesis. La mediciébn de este parametro
fisiolégico se hizo mes con mes desde el destete de los animales (1 mes de edad) hasta
el momento del sacrificio (6 meses de edad). La grafica consta de dos partes, del lado
izquierdo se presentan los grupos de ratas normoglicémicas (Grupos control), y del lado
derecho se muestran los grupos que fueron inducidos a diabetes (Grupos STZ), ambas
partes de la grafica incluyen a los respectivos grupos con la administracion de acidos

grasos de cadena larga y cadena corta.

En general, se observa que las concentraciones de glucosa sanguinea de los
grupos Control con y sin tratamiento se mantienen en un intervalo de 80-110 mg/dL
durante todo el tiempo experimental lo que parece indicar que no hubo alteracion

aparente en este pardmetro con la administracion de los acidos grasos.

En el caso de los grupos que fueron inducidos a diabetes se observa que la glicemia
inicial (al primer mes de edad) es mayor con relacion a los grupos control, Io que en
principio refleja la induccién de los animales neonatos. De acuerdo a lo esperado en los
tres grupos experimentales se observa que la dispersion de los datos es muy grande, lo

gue estaria reflejando el comportamiento normal de los organismos que padecen DM2.

Con respecto al grupo STZ sin tratamiento se puede apreciar que conforme pasa el
tiempo la glicemia de estos animales tiende a “normalizarse” y si se compara con el grupo
control parece no haber diferencia entre ambos grupos, principalmente en los dos ultimos

meses de vida.

La administracién de los acidos grasos de cadena larga parece participar en el
control de la glicemia ya que en la grafica se observa que en el transcurso de los primeros
tres meses la concentracion de glucosa sanguinea comienza a disminuir y a partir del
cuarto mes en adelante la glicemia se mantiene en concentraciones aparentemente

“normales” hasta el momento del sacrificio.

Por su parte, la administracion de los acidos grasos de cadena corta también parece

participar en el control de la glicemia, ya que en la grafica se puede apreciar una
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tendencia a disminuir las concentraciones de glucosa sanguinea en los primeros 4 meses
de vida después del tratamiento, sin embargo, la Gltima medicion no permite aceptar por

completo esta aseveracion.
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Figura 2. Concentracién de glucosa en sangre de ratas Wistar normoglicémicas (Grupo control), inducidas a diabetes (Grupo STZ) y los respectivos grupos tratados tanto
w-3 de cadena larga (EPA y DHA) asi como los grupos tratados con acidos grasos de cadena corta (ALA) a partir de un mes de edad. n= 21, Control

con acidos grasos
31,STZ a1 mes de edad; n=6-12 de 2 a 3 meses de edad y n= 3-6 de 4 a 6 meses de edad.
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7.4 Efecto de la edad y la induccién a DM2 sobre las velocidades de
respiracion mitocondrial (estado 4 y estado 3) y sobre el control

respiratorio de mitocondrias de cerebro

Con la finalidad de observar el efecto de la edad y la induccibn a DM2 sobre los
pardmetros respiratorios de las mitocondrias de cerebro, se realizaron las mediciones por
oximetria de las velocidades de respiracion mitocondrial (estado 4 y estado 3) para
posteriormente obtener el CR a 1, 3 y 6 meses de edad. En la figura 3 se muestran los
graficos de estos parametros, del lado izquierdo se observan las velocidades de
respiracién y el CR del grupo Control (barras blancas), mientras que en el lado derecho se
muestran los mismos parametros para el grupo STZ (barras negras). En la parte superior
derecha de cada gréfico se incluyen las ecuaciones correspondientes de cada pendiente
de la recta (linea de tendencia). La linea punteada soélo indica el sentido en el que se
comportan los datos con el paso del tiempo, no es un andlisis mateméatico que describa el

comportamiento preciso de los mismos.

En principio, se puede apreciar (Figura 3a y b) que la velocidad de respiracion basal
de las mitocondrias (estado 4 mitocondrial) del grupo Control parece no sufrir cambios
significativos durante las tres edades experimentales, contrario a lo que se muestra para
el grupo STZ, cuya linea de tendencia y pendiente muestra un aumento de este
parametro conforme transcurre el tiempo experimental. En lo que respecta a la velocidad
de respiracion del estado de activacion mitocondrial (estado 3, donde se lleva a cabo la
sintesis de ATP) ambos grupos muestran una tendencia a disminuir, sin embargo, esta
tendencia es mayor para el grupo Control (especificamente este aumento de la velocidad

de respiracion del estado 4 del grupo control es 2. 4 veces mayor, Figura 3 cy d).

El CR (obtenido a partir del cociente de la velocidad de respiracion del estado 3 /
velocidad de respiracion del estado 4) se puede apreciar en los Ultimos graficos de la
figura 3 (e y f). Claramente se observa que ambos grupos disminuyen su CR conforme
pasan los meses, sin embargo, el grupo STZ sufre una mayor disminucién de este
pardmetro (sustentado por la pendiente de la linea de tendencia, pues es 3 veces mayor
que la pendiente mostrada por el grupo control). Lo anterior parece indicar que una
hiperglicemia ligera es suficiente para que las velocidades de respiracion mitocondrial
sufran cambios (especificamente la velocidad del estado 4) y que estos cambios sean

reflejo de un menor CR de las mitocondrias de cerebro de este grupo.
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Una vez que se comprobd que la hiperglicemia ligera (por muy ligera que esta sea,
como en el caso de este estudio que en los ultimos meses la concentracion de glucosa
sanguinea parecia casi normal) es capaz de afectar los parametros respiratorios de las
mitocondrias a largo plazo, se propuso indagar acerca de los posibles efectos (positivos o
negativos) de los acidos grasos omega 3 de cadena larga y cadena corta sobre las

velocidades de respiracion mitocondrial y el CR.
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Figura 3. Pardmetros respiratorios de mitocondrias de cerebro en funcion de la edad. Respiracion mitocondrial en estado basal o Estado 4 de ratas control (a) e
inducidas a diabetes con STZ (b). Respiracion mitocondrial en estado activo o Estado 3 de ratas control (c) e inducidas a diabetes con STZ (d). Control Respiratorio de
grupo control (e)) y grupos inducidos a diabetes con STZ (f). n=3-6. La linea punteada sélo indica el sentido en el que se comportan los datos con el paso del tiempo,
no es un andlisis matemdtico que describa el comportamiento preciso de los mismos
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7.5 Efecto de la edad, la induccion a DM2 y los acidos grasos omega 3 de
cadena larga y cadena corta sobre las velocidades de respiracion
mitocondrial (estado 4 y 3) y sobre el control respiratorio de

mitocondrias de cerebro

En la figura 4 nuevamente se observa del lado izquierdo los grupos que recibieron
tratamiento de acidos grasos omega 3 de cadena larga (C+w-L, barras grises claro) y del
lado derecho los grupos inducidos a diabetes y tratados con estos mismos acidos grasos
(STZ+w-L, barras grises oscuro). Las mediciones de los parametros respiratorios se

muestran a 1, 3 y 6 meses de edad.

En principio (Figura 4 a y b) se observa que estos &cidos grasos tienen un efecto
distinto en las velocidades de respiracién basal en ambos grupos, ya que para el grupo
C+w-L no parece haber ninglin cambio drastico conforme pasa la edad; en cambio, en el

grupo STZ+w-L se ve claramente una tendencia de aumento de este parametro.

Comparando los datos de la velocidad de respiracion basal en ambos grupos
tratados con acidos grasos omega 3 de cadena larga, con relacidn a sus respectivos
grupos control se observa lo siguiente: En primer lugar , se puede observar que el grupo
tratado con EPA y DHA aumenta su velocidad de respiracién del estado 4 con relacion a
la velocidad de respiracibn mostrada por el grupo control (Figura 4a y 5a) ya que la
pendiente mostrada para el grupo control marca una disminucion muy leve de este
parametro conforme transcurren los meses. En lo que respecta al grupo STZ + w-L con
relacion a su grupo control (Figura 4b y 5b) se aprecia que en ambos grupos la velocidad
de respiracién aumenta, sin embargo, tomando en cuenta el valor de la pendiente, dicho
aumento en el grupo STZ con tratamiento de estos acidos grasos es alrededor de 1.2

veces mayor con relaciéon al grupo STZ.

La velocidad de respiracion del estado 3 mitocondrial disminuye en el grupo C+ w-L
con relacion a la velocidad de respiracion del estado 3 obtenida para el grupo STZ+w-L,
ya que “aparentemente”, en este Ultimo grupo experimental este parametro se mantiene

constante durante todo el tiempo (Figura 4 cy d).

Estos datos de respiracion mitocondrial del estado 3 del C+w-L arrojan una
tendencia parecida a los del grupo control (aunque por la pendiente de la recta, parece
gue esta disminucién en el estado 3 es 1.4 veces mayor que su respectivo grupo control,

Figura 3c y 4c), lo anterior parece indicar que la administracion de EPA y DHA si tienen
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un efecto perceptible sobre este parametro. En relacion al grupo STZ+w-L y su respectivo
grupo control (Figura 4d y 5d) se observa que la tendencia aparentemente no es la
misma, ya que a pesar de que las pendientes de ambos graficos son pequefias, en el
grupo STZ+w-L, la velocidad de respiracién del estado 3 aumenta, mientras que, en el

grupo STZ la pendiente marca una disminucién.

Aungue se vean estas variaciones en los pardmetros de la respiracion tanto en el
grupo control y en el grupo STZ tratados con &cidos grasos omega 3 de cadena larga, el
resultado final conlleva a la disminucién del CR en ambos grupos, sin embargo, el grupo

STZ+ w-L parece disminuir este control respiratorio de forma mas evidente (Figura 4 e y
f).

De igual forma se planteé determinar si los 4cidos grasos de cadena corta tienen un
efecto distinto a los 4cidos grasos de cadena larga sobre los parametros de respiracion de
mitocondrias de cerebro. Para ello se muestra la Figura 5 en donde se aprecian ambos
grupos, del lado izquierdo los grupos control (barras azul claro) y del lado derecho los
inducidos a DM2 (barras café oscuro). Ambos grupos fueron tratados con acidos grasos

omega- 3 de cadena corta.

De forma general, se observa que en ambos grupos hay un aumento de la velocidad
de respiracion del estado basal mitocondrial (Figura 5 a y b), aunque es importante
mencionar que este aumento en el grupo C+w-C es alrededor de 4 veces mayor que el
grupo STZ + w-C. Por su parte, el estado 3 mitocondrial en ambos grupos también
muestra una tendencia a disminuir conforme transcurren los meses, pero en este caso la
disminucion indicada por la pendiente de la linea de tendencia es 4.3 veces mayor en el
grupo STZ +w-C (Figura 5 cy d).

En lo que respecta a las velocidades de respiracion del estado 4 del grupo C+w-Cy
su respectivo grupo control (Figura 3a y 5a) se observa que la tendencia no es la misma,
puesto que en el grupo C+w-C la pendiente indica un aumento de este parametro,
mientras que, para el grupo control la pendiente marca una ligera disminucion de la
velocidad de respiracion. En cuanto al grupo STZ +w-C con relacion al grupo STZ (Figura
3b y 5b) las velocidades de respiracion del estado 4 en ambos grupos muestran una
tendencia a aumentar, no obstante, el grupo STZ tratado muestra un menor aumento de
este parametro (especificamente este aumento de la velocidad de respiracion del estado

4 mitocondrial es 3.4 veces menor con relacion al grupo STZ).
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Las velocidades de respiracion del estado 3 mitocondrial en el grupo control tratado
con ALA con relacion a su grupo control (Figura 3c y 5¢) se observa la misma tendencia,
ya que en ambos grupos la velocidad de respiracion del estado 3 mitocondrial disminuye,
sin embargo, esta disminucién es mayor en el grupo control, pues tomando en cuenta el
valor de la pendiente, este aumento del grupo control es 3 veces mayor con relacion al
valor de la pendiente del grupo C+w-C. En cuanto al grupo STZ +w-C con relacién al
grupo STZ (Figura 3d y 5d) se muestra que las velocidades de respiracion del estado 3
muestran la misma tendencia, ya que en ambos grupos este parametro aumenta, no
obstante, el aumento del grupo STZ con tratamiento es 3.4 veces mayor que Su

respectivo grupo STZ.

El resultado final de estas disminuciones y aumentos de las velocidades de
respiracién mitocondrial en los grupos que fueron tratados con &cidos grasos omega 3 de

cadena corta llevan a una disminucién del CR en ambos grupos (Figura 5 e y f).

En conclusioén, todos los grupos experimentales tratados con acidos grasos omega 3
de cadena larga y cadena corta mostraron una disminucién de su CR conforme transcurre
el tiempo, sin embargo, la disminucién de este parametro no es la misma para los grupos
control y para los grupos STZ tratados. Lo anterior permite afirmar, que en general el
efecto que ejercen los tratamientos, principalmente sobre las velocidades de respiracion
mitocondrial del estado 3 y 4 en ambos grupos, dependen del tipo de &cido graso
administrado y, al parecer, este efecto también esta sujeto a la presencia de una

condicién metabdlica anormal en los organismos, como lo es la hiperglicemia ligera.
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Con la finalidad de sintetizar toda la informacion referente a las velocidades de
respiracién del estado 3 y estado 4 de mitocondrias de cerebro de todos los grupos
experimentales a 3 y 6 meses de edad se presentan las Figuras 6 y 8 en donde se
pueden apreciar dos colores de barras distintos para diferenciar el grupo control (barras
azules) y el grupo STZ (barras rosas). Las tonalidades de las barras muestran a los
respectivos grupos que fueron tratados con acidos grasos de cadena larga y corta. Y en la
figura se incluyen las diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) de los grupos
experimentales con relacién al grupo control (*) y con relacion al grupo STZ (+). De forma
general se aprecia que todos los grupos experimentales muestran la misma tendencia ya
sea a disminuir 0 aumentar su velocidad de respiracion en el estado 4 y 3 mitocondrial a
los 3 y 6 meses de edad. Principalmente se puede apreciar que las velocidades del
estado 4 y 3 del grupo STZ a los 3 meses son estadisticamente distintas con respecto al
grupo control, sin embargo, a los 6 meses no ocurre lo mismo. Un aspecto interesante es
que las velocidades de respiracién para el estado 4 y 3 mitocondrial del grupo C+w-C
parece comportarse distinto de los 3 a los 6 meses, ya que en el primer tiempo
experimental su velocidad de respiracion para ambos estados se ve significativamente
disminuida en comparacién con el grupo Control y a los 6 meses de edad las velocidades
de respiraciébn para ambos parametros aumentan. Sin embargo, este aumento sigue
marcando diferencias estadisticas significativas con relacién al grupo Control. Otro cambio
importante es referente a las velocidades de ambos estados del grupo STZ +w-L, ya que
de igual forma a los 3 meses tienen una disminucién significativa de estos parametros y a
los 6 meses ambas velocidades aumentan, sin embargo, a esta ultima edad no muestran

diferencia estadistica con relacién a su respectivo grupo STZ.

Para tener una mejor vision de la tendencia que marcan las velocidades de
respiracion de los 3 a los 6 meses de edad se realiz6 un diferencial de las velocidades de
respiracion para el estado 4 (Figura 7) y el estado 3 mitocondrial (Figura 9). En ambos
graficos se muestra que todos los grupos experimentales muestran el mismo “perfil de
comportamiento” para ambos parametros. De forma general, se muestra que la mayoria
de los grupos tienden a disminuir las velocidades de respiracién del estado 4 y estado 3
con el paso del tiempo, sin embargo, si comparamos ambos gréaficos se aprecia que esta

disminucién es mas evidente en la velocidad de respiracion del estado 3 mitocondrial.

34



De igual forma ambos graficos permiten evidenciar que el grupo C+w-L muestra una
menor disminucion de la diferencia de velocidad de respiracion del estado 4 mitocondrial
de 3 a 6 meses con relacion al grupo control, sin embargo, esta tendencia no se mantiene
para la diferencia de velocidad del estado 3 mitocondrial, pues se aprecia (Figura 9) que
este parametro en el grupo control tratado con EPA y DHA es mayor con relaciéon a su
respectivo grupo control. En cuanto a la diferencia de velocidades tanto del estado 4 como
del estado 3 del grupo STZ con tratamiento de acidos grasos de cadena corta, se aprecia
gue estos si tienen la misma tendencia, ya que en ambos casos hay una disminucion de

este diferencial, y dicha disminucion es mayor con respecto al grupo STZ.

Con relacion a los grupos que no mostraron una disminucion del diferencial de las
velocidades de respiracién en ambos estados mitocondriales es interesante resaltar que
el grupo C+ w-C aumenta considerablemente sus velocidades de respiracion para ambos
estados, y que por su parte, también sucede lo mismo con el grupo STZ+w-L, pero a
diferencia del grupo anterior este aumento en la velocidades de respiracion de ambos

estados es mas discreta.
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Figura 7. Diferencia de la velocidad del consumo de O, en el estado 4 de la respiracién de mitocondrias de cerebro a 3 y 6 meses de
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Para finalizar, en la Figura 10 se muestran los datos compilados del CR de todos los
grupos experimentales a 3 y 6 meses de edad. De forma similar se aprecian dos colores
de barras distintos para diferenciar el grupo control (barras azules) y el grupo STZ (barras
rosas). Las tonalidades de las barras muestran a los respectivos grupos que fueron
tratados con &cidos grasos de cadena larga y corta. Y en la figura se incluyen las
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) de los grupos experimentales con relacion
al grupo control (*) y con relacién al grupo STZ (+). Como se aprecia en el grafico, en
general, no hay diferencias estadisticas significativas para la mayoria de los grupos
tratados con acidos grasos (incluidos tanto grupos control como grupos STZ) con relacion
a sus respectivos grupos control. Sin embargo, es evidente que los acidos grasos omega-
3 de cadena corta si estan teniendo un efecto sobre este parametro (ya que es
estadisticamente distinto con relacién a su grupo control) y este efecto se observa tanto a

los 3 como a los 6 meses de edad.

Con la finalidad de observar si existe alguna tendencia en el CR de todos los grupos
experimentales a los 3 y 6 meses de edad, se hizo el diferencial de este parametro con
respecto al tiempo y en la Figura 11 se observa que el CR de todos los grupos
experimentales se mantienen en valores cercanos a 0 (con ligeras variaciones) lo que
indica que este parametro no esta cambiando drasticamente en relacion a los dos tiempos
experimentales. Lo anterior es importante ya que si se realiza un andlisis tomando en
cuenta sélo este pardmetro, da la impresion de que ni la hiperglicemia ligera ni el
tratamiento con los acidos grasos tuvieron algun efecto, sin embargo al considerar todos
los datos anteriores mostrados de las velocidades de respiracion del estado 4 y 3
mitocondrial se puede concluir que a pesar de que el CR no parece estar afectandose de
forma tan evidente (lo que implica que las mitocondrias no sufren desacoplamiento del
proceso de fosforilacién oxidativa y sintesis de ATP), las velocidades de respiracién que
determinan este parametro si lo hacen y resultan sumamente importante puesto que son
el reflejo de los primeros cambios bioquimicos que se presentan en la funcién

mitocondrial.
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Figura 11. Diferencia de CR (velocidad de respiracion del estado 3/ velocidad de respiracion del estado 4) a 3 y 6 meses de edad de todos los grupos
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7.6 Composicion de acidos grasos de tejido cerebral y mitocondrias de

ratas Wistar

Se analizé la composicibn de &cidos grasos de tejido cerebral asi como la
composicion de acidos grasos de sus respectivas mitocondrias con la finalidad de
observar posibles cambios en este parametro entre los organismos normoglicémicos
(grupos Control), los organismos que fueron inducidos a diabetes (grupo STZ) y sus
respectivos grupos que recibieron tratamiento de acidos grasos omega -3 de cadena larga
(grupo C+w-L, grupo STZ + w-L) y cadena corta (C+ w-C, STZ+ w-C ) durante el

crecimiento de los animales (1, 3y 6 meses de edad) y el desarrollo de la diabetes.

En la tabla 2 se muestra la composicién de acidos grasos de tejido cerebral de ratas
Wistar a 1 mes de edad. Durante este tiempo experimental, las ratas no contaron con
tratamiento de acidos grasos omega 3, por lo que se infiere que los valores que se
muestran (composicion de 4cidos grasos y la concentracion de acidos grasos w- 3) son
de origen materno. De forma general, se observa que la induccion de DM2 no generd
cambios significativos en la composicion de &cidos grasos de tejido cerebral a 1 mes de
edad.

Tabla 2. Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas Wistar normoglucémicas
(Grupo Control) e inducidas a DM2 (Grupo STZ) a 1 mes de edad.

Acido graso Control STZ

Miristico 0.16 £0.12 0.06 £ 0.03
Miristoleico ND ND

Pentadecanoico 0.05£0.02 0.04 +0.01
Palmitico 16.42+2.31 1437 +1.13
Palmitoleico 0.89£0.57 0.70+0.34
Heptadecanoico 0.05*0.01 0.05+0.01
Estearico 19.17£0.79 18.59 + 0.34
Oleico 25.56 + 2.85 26.40+ 1.25
Linoleico 0.97 £0.52 0.77 £ 0.17
Araquidico 0.25%0.15 0.27 £0.01
Araquiddnico 10.71£0.94 11.55+1.16
EPA 0.50 £ 0.60 ND

C22:? 2.89+0.46 3.15+0.26
DHA 14.22 £ 1.57 15.67 £ 0.53
Lignocérico 0.96+0.18 1.09+ 0.18
NI 7.24%+151 7.47 £1.43
Saturados 37.02+2.86 34.38 £ 1.37
Insaturados 55.74 £ 3.65 58.23+0.63
I/s 1.52+0.21 1.70 + 0.07

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S cociente de fluidez

(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. Control n=4, STZ n=3 40

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa respecto al grupo nhormoglicémico.



Por su parte, la composicion de acidos grasos de las mitocondrias de cerebro de
ratas Wistar a 1 mes de edad se observa en la tabla 3. De forma similar no se presentan
grandes cambios en la composicién, sin embargo, la concentracion de DHA en el grupo

STZ presenta un aumento significativo con respecto al grupo control (p <0.05).

Tabla 3. Composicion de &cidos grasos (mol%) de mitocondrias de cerebro de ratas
normoglicémicas (Grupo Control) e inducidas diabetes (grupo STZ) a 1 mes de edad

Acido graso Control STZ
Miristico 0.22+0.14 0.20+0.11
Miristoleico 0.10£0.04 0.04£0.03
Pentadecanoico 0.05+0.01 0.05 +0.01
Palmitico 16.58 + 0.89 15.63+1.13
Palmitoleico 0.97+£0.12 0.95+0.21
Heptadecanoico 0.04£0.01 0.03+0.00
Estearico 18.82 £ 0.18 18.95+0.14
Oleico 26.77 £ 1.15 25.16 + 1.55
Linoleico 0.71+0.07 0.73+0.04
Araquidico 0.19+0.05 0.17 £ 0.04
Araquiddnico 10.85+0.77 11.57 +1.22
Cc22:? 3.21+0.25 3.22+0.12
DHA 15.51+0.48 16.73+0.94 *
Lignocérico 0.80+0.28 0.86+0.16
NI 5.27+0.61 5.70+1.20
Saturados 36.70+£0.80 35.89+1.3
Insaturados 58.06+ 1.23 5841+1.4
1/S 1.58 + 0.07 1.63 £ 0.09

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez

(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. Control n=4, STZ n= 3
* (p<0.05) diferencia estadistica significativa respecto al grupo normoglicémico.

De forma general, se observa que a 1 mes de edad tanto la induccion a DM2 asi
como la exposicion de la hiperglicemia ligera durante el primer tiempo experimental no
generd cambios significativos en la composicion de &cidos grasos de tejido cerebral y sus
mitocondrias. Lo anterior podria ser un reflejo de la proteccién “inmediata” de este drgano

antes situaciones que impliquen una alteracion del metabolismo.
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A partir de que los organismos cumplieron 1 mes de edad se comenzé con la
administracion de los acidos grasos omega 3 de cadena larga y corta a los respectivos
grupos, por lo que al cumplir los 3 meses de edad los animales ya habian recibido el

suplemento de estos acidos grasos durante 2 meses.

A continuacion, se presenta la composicion de acidos grasos de tejido cerebral de
ratas Wistar a 3 meses de edad. En principio se presenta la tabla 4 en donde se muestra
la composicion de acidos grasos de tejido cerebral de ratas control e inducidas a diabetes.
En general, se aprecia una disminucién significativa de EPA y &cido linoleico del grupo
STZ (p <0.05) con respecto al grupo Control a los 3 meses de edad. En el caso particular
del acido pentadecanoico se observa un aumento significativo con relacion a su grupo
control. No obstante, los cambios presentados por el grupo STZ no se reflejan de manera
evidente en el indice de fluidez, ya que ambos grupos tienden a mantener el mismo valor

numerico en este parametro.

Tabla 4. Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas normoglicémicas

(grupo control) e inducidas a diabetes (grupo STZ) a 3 meses de edad

Acido graso Control STz
(n=3) (n=4)
Miristico 0.20+£0.03 0.13+0.01
Miristoleico ND ND
Pentadecanoico 0.13+0.11 0.30+0.09 *
Palmitico 17.04 £ 0.77 17.83+1.74
Palmitoleico 0.97+0.23 1.25+0.51
Heptadecanoico 0.03+0.03 0.03+0.01
Estedrico 19.88 £ 1.03 20.46 £ 2.35
Oleico 26.88 £ 0.68 27.08 £ 2.03
Linoleico 0.82+0.12 0.63+0.06 *
Araquidico 0.55 +0.03 0.40+£0.08
Araquiddnico 8.49 £0.36 9.40 £ 0.81
EPA 1.79+0.36 0.73+0.38 *
C22:? 2.76 £0.50 3.08 £0.30
DHA 10.73+£0.72 10.03 £ 0.66
Lignocérico 1.22+0.06 1.13+0.13
NI 8.49 £2.52 7.60+1.44
Saturados 39.06 £+ 1.34 40.27 £ 3.90
Insaturados 52.45+1.12 52.20 £ 3.02
1/S 1.34+0.04 1.31+0.18

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso-saturados); ND, No detectados. Control n= 3, STZ n=4
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En la tabla 5 se muestra la composicién de &cidos grasos de tejido cerebral del
grupo control y sus respectivos grupos con tratamiento de &cidos grasos omega 3 de
cadena larga (C + o-L) y cadena corta (C+ »-C) a 3 meses de edad. En principio, se
puede apreciar que en el grupo C+w-L se presenta una disminucion significativa tanto del
acido graso miristico como del araquidico y un aumento significativo del acido
araquidoénico con relacion al grupo control (p<0.05). Por su parte, en el grupo C+w-C se
aprecia un aumento significativo del palmitoleico y en este grupo también presenta una
disminucion significativa de las concentraciones de oleico y araquidico. Todas las

diferencias significativas con respecto al grupo control.

Tabla 5. Composicién de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas normoglicémicas (Grupo
control), ratas normoglicémicas con tratamiento de acidos grasos omega 3 de cadena larga ( ¢+ o-

L) y cadena corta (C+w-C) a 3 meses de edad.

Acido graso Control C+ w-L C+w-C
Miristico 0.20£0.03 0.10+0.02 * 0.16 £0.03
Miristoleico ND ND ND
Pentadecanoico 0.13+0.11 0.40+0.10 0.04 £ 0.01
Palmitico 17.04 £ 0.77 18.11+£0.79 17.19+£0.88
Palmitoleico 0.97£0.23 1.00+£0.28 2.80+1.31*%
Heptadecanoico 0.03 £ 0.03 0.07 £0.01 ND
Estedrico 19.88 +1.03 20.31+0.40 20.14 £ 0.19
Oleico 26.88 £ 0.68 24.58 + 1.83 2494 +1.19 *
Linoleico 0.82£0.12 0.92 £0.06 0.72 £0.07
Araquidico 0.55+ 0.03 0.45+0.05 * 0.30+0.07 *
Araquiddnico 8.49+0.36 10.23+0.33 * 8.98+£0.13
EPA 1.79 £ 0.36 1.37 £0.52 1.54 £ 0.29
C22:? 2.76 £0.50 2.71+£0.12 2.86+0.28
DHA 10.73 £ 0.72 11.63 £ 0.22 11.36 £ 0.40
Lignocérico 1.22 £ 0.06 1.05+0.17 0.98 £0.21
NI 8.49 £ 2.52 7.26 £1.90 8.14+£1.48
Saturados 39.06 £ 1.34 40.47 £ 1.06 38.81+1.11
Insaturados 52.45+1.12 52.43 +1.55 53.21+0.93
1/S 1.34+£0.04 1.30+£0.04 1.37 £ 0.05

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(Acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. n= 3

Los cambios en la composicion de los acidos grasos de los grupos STZ tratados con

acidos grasos omega 3 de cadena larga y corta se presentan en la tabla 6. De forma
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general, se aprecia que en el grupo STZ + w-L presenta una disminucion significativa de

estearico con relacién al grupo control y con relacién a su respectivo grupo STZ. Ademas,
es evidente que hay un aumento significativo (p< 0.05) de EPA (respecto al grupo Control

y al grupo STZ) y un aumento de DHA que sélo fue significativo con respecto al grupo

Control. Por su parte, en el grupo STZ + w- C se presenta una disminucién significativa de

Oleico, asi como un aumento significativo de EPA y DHA con relacién al grupo control.

Tabla 6 . Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas normoglicémicas (grupo
control) y ratas inducidas a diabetes sin tratamiento (Grupo STZ) y con tratamiento de &cidos
grasos omega-3 de cadena larga (Grupo STZ +w-L) y cadena corta (STZ + ©-C) a 3 meses de

edad.

Acido graso

Miristico
Miristoleico
Pentadecanoico
Palmitico
Palmitoleico
Heptadecanoico
Estedrico
Oleico
Linoleico
Araquidico
Araquiddnico
EPA
C22:?

DHA
Lignocérico
NI
Saturados
Insaturados

1/S

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. Control n=3, STZ n=4, STZ + w-L

n=>5, STZ +w-C n=6

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control; a (p<0.05) diferencia estadistica

con respecto al grupo STZ

Control

0.20£0.03
ND
0.13+0.11
17.04 £ 0.77
0.97+£0.23
0.03 £0.03
19.88 + 1.03
26.88 £ 0.68
0.82+0.12
0.55+0.03
8.49+0.36
1.79+0.36
2.76 £0.50
10.73 £0.72
1.22 £ 0.06
8.49 £2.52
39.06+1.34
52.45+1.12
1.34+£0.04

STZ

0.13+0.01
ND
0.30+0.09
17.83+1.74
1.25+0.51
0.03 +£0.01
20.46 £ 2.35
27.08 £2.03
0.63 +0.06
0.40 +£0.08
9.40+0.81
0.73+0.38
3.08 £0.30
10.03 £ 0.66
1.13+0.13
7.60+1.44
40.27 £ 3.90
52.20 £ 3.02
1.31+0.18

STZ + w-L

0.18 £0.08
0.04+ 0.00
0.07 £ 0.02
17.76 £ 1.25
1.01+0.46
0.04 £ 0.01
16.03 + 0.84 *a
29.64 +0.88 *
1.44 +0.90
0.24 £0.10
10.43 £ 0.82
3.63+£0.48 *a
2.84+0.27
11.03+0.86 a
0.94+0.18
4.79+0.92
35.26+1.12
60.028
1.70+£0.09

STZ + w-C

0.20£0.11
ND
0.04+0.01
16.42 £ 0.60
1.37£0.54
ND
21.15+0.86

24.22 £1.10 *a

0.79+0.05
0.37 £0.03
9.58 £ 0.68
1.30£0.45 a
2.92+0.23

11.49+0.59 a

1.16 £0.14
9.02 £0.97
39.33+£0.53
51.67 £0.73
1.31£0.02
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La composicién de acidos grasos de tejido cerebral del grupo Control y el grupo STZ
a los 6 meses de edad se muestra en la tabla 7. En general, se observa que no hay
grandes diferencias en la composiciébn de &cidos grasos entre ambos grupos, sin
embargo, el grupo STZ muestra un aumento significativo (p <0.05) en la concentracion de
miristico y de C22:? (aunque no se sabe a ciencia cierta de qué acido graso se trata, se
sabe que es un acido graso de 22 carbonos con un numero de dobles enlaces no
definido). A pesar de que en ambos grupos se presentan diferencias en estos acidos
grasos, es evidente que el cambio en la proporcion de dichas moléculas es muy pequefio,
con lo cual el indice de fluidez no se ve afectado de manera dréstica y por ello no se
aprecian diferencias significativas entre ambos grupos, sin embargo, la tendencia de este
parametro parece ser ligeramente mayor en el grupo STZ.

Tabla 7. Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas normoglicémicas (Grupo
Control) e inducidas diabetes (grupo STZ) a 6 meses de edad.

Acido graso Control STz
Miristico 0.09 +0.05 0.23+0.15 *
Miristoleico ND 0.09 £ 0.06
Pentadecanoico 0.05+0.02 0.08 £ 0.06
Palmitico 16.16 + 1.47 16.46 + 1.47
Palmitoleico 1.34+0.31 1.29+0.72
Heptadecanoico 0.03+0.01 0.06 + 0.03
Estearico 18.18 £ 1.04 17.17 £3.76
Oleico 30.12 + 2.96 31.12+2.15
Linoleico 0.631£0.20 0.47 £0.14
Araquidico 0.86+0.21 0.43+0.07 *
Araquiddnico 9.08 £0.91 9.19+0.84
EPA 0.72 £ 0.99 ND
Behénico 0.16 £ 0.06 0.09 £ 0.02
C22:? 2.67 £0.19 3.24+0.19 *
DHA 11.62 £ 0.89 11.42+0.71
Lignocérico 1.50+£0.38 1.74 £0.32
NI 6.92+1.26 7.03+2.51
Saturados 37.01+1.42 36.24+2.93
Insaturados 56.07 £ 2.37 56.77 +2.74
/S 1.52+0.12 1.58+0.17

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. n= 6

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control; a (p<0.05) diferencia estadistica
con respecto al grupo STZ
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En la siguiente tabla (Tabla 8) se muestra la composicién de los acidos grasos de
los grupos control tratados a los 6 meses de edad. El grupo C+ w-L muestra una
disminucion significativa (p <0.05) de Araquiddnico, C22:? Y DHA con respecto al grupo
control. También se observa que el estearico aumenta de forma significativa de igual
forma con respecto a su grupo control. Por su parte, en el grupo C+w-C se presenta una
disminucién significativa (p<0.05) tanto del araquidico como del C22:? con respecto al

grupo control.

Tabla 8. Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas normoglicémicas
(grupos control) y sus respectivos grupos con tratamiento de acidos grasos omega 3 de cadena

larga (C+w-L) y cadena corta ( C+w-C) a 6 meses de edad

Acido graso Control C+ w-L C+w-C
Miristico 0.09 + 0.05 0.15+0.07 0.07+0.01
Miristoleico ND ND ND
Pentadecanoico 0.05+0.02 0.03 +0.00 0.04 +0.02
Palmitico 16.16 + 1.47 17.06 £ 0.56 15.95 + 0.64
Palmitoleico 1.34+0.31 1.38+0.32 1.08 £0.29
Heptadecanoico 0.03 £0.01 0.02 £0.01 0.03 £ 0.00
Estearico 18.18 + 1.04 19.76 £ 0.99 * 18.92+0.85
Oleico 30.12 + 2.96 29.41+1.52 31.36 +0.90
Linoleico 0.63 £0.20 0.76 £ 0.07 0.68 £0.22
Araquidico 0.86+0.21 0.76 + 0.08 0.61+0.08 *
Araquiddnico 9.08+0.91 7.89+0.58 * 8.200.53
EPA 0.72 £0.99 0.50£0.18 0.81+0.32
Behénico 0.16 £ 0.06 0.14+ 0.06 0.27 +0.12
C22:? 2.67 £0.19 1.85+0.34 * 2.17+0.25*
DHA 11.62+0.89 10.41+0.92 * 10.72+0.76
Lignocérico 1.50 £ 038 1.41+0.42 1.60+0.13
NI 6.92+1.26 8.33+1.40 7.51+0.90
Saturados 37.01+1.42 39.34+0.93 37513
Insaturados 56.07 £ 2.37 52.20 £ 1.55 55.0+£0.6
1/ 1.52+£0.12 1.33£0.06 1.47 £0.07

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados.Control n=6, C + w-L C+w-C n=3

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control.
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Para finalizar, se presenta la composicién de acidos grasos de los grupos que
fueron inducidos y que recibieron tratamiento de acidos grasos w- 3 (tabla 9). En general
se puede apreciar que el grupo STZ + w-L es el grupo que presenta un mayor niumero de
diferencias, mostrando una disminucién significativa (p<0.05) de la concentracion de
estedrico con relaciébn tanto al grupo control como al grupo STZ, asi mismo la
concentracion de acido araquidico muestra una disminucién con relacién al grupo control,
pero un aumento significativo con respecto al grupo STZ. La concentraciéon de EPA en
este grupo aumenta significativamente con relacion al grupo control y en el caso de C22 'y
el acido graso lignocérico se muestra una disminucion significativa de la concentracion de
estos acidos grasos con respecto al grupo STZ. Por su parte, en el grupo inducido a DM2
tratado con acidos grasos de cadena corta hay una disminucién de la concentracién de
miristico y C22 :? con respecto al grupo STZ, asi mismo, se muestra un aumento

significativo de linoleico y araquidico nuevamente con relacién al grupo STZ.

En general, en estos grupos experimentales y a esta edad es donde se muestra un
mayor nimero de diferencias entre grupos, sin embargo, de igual forma que en los grupos
anteriores, los cambios en la proporcion de estos acidos grasos son pequefios, lo que
implica que el cociente de fluidez no se altera demasiado. A pesar de lo descrito
anteriormente se puede apreciar una mayor tendencia de aumento en este parametro en

los grupos diabéticos.
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos (mol%) de tejido cerebral de ratas Wistar inducidas a
diabetes (STZ), tratadas con &cidos grasos omega 3 de cadena larga ( STZ + w-L) y cadena corta
(STZ + w- C) a 6 meses de edad.

Acido graso Control STZ STZ + w-L STZ + w-C
(n=6) (n=6) (n=7) (n=5)
Miristico 0.09 £ 0.05 0.23+0.15 0.13+0.07 0.08 £ 0.02 a
Miristoleico ND 0.09 + 0.06 ND ND
Pentadecanoico 0.05 +0.02 0.08 £ 0.06 0.05 £ 0.03 0.03+0.01
Palmitico 16.16 = 1.47 16.46 £ 1.47 16.57 £ 0.75 15.62 £ 0.76
Palmitoleico 1.34+0.31 1.29+0.72 1.31+0.64 1.64+£0.63
Heptadecanoico 0.03£0.01 0.06 £ 0.03 0.03£0.01 0.03 £0.00
Estearico 18.18 + 1.04 17.17 £3.76 16.93+0.77 * 17.03+1.21
Oleico 30.12 £ 2.96 31.12+2.15 29.92+0.78 30.47 £ 1.16
Linoleico 0.631£0.20 0.47 £0.14 0.55+0.13 0.65+0.10 a
Araquidico 0.86+0.21 0.43 £0.07 0.60+0.17 *a 0.73+0.25 a
Araquiddnico 9.08 +0.91 9.19+0.84 8.71+0.60 8.68+0.42
EPA 0.72 £ 0.99 ND 2.66+0.38 * 1.68 £ 0.81
Behénico 0.16 £ 0.06 0.09 £ 0.02 0.16 £ 0.01 0.13+0.09
C22:? 2.67 £0.19 3.24 £ 0.19 2.87+0.26 a 2.70£0.36 a
DHA 11.62 £ 0.89 11.42+0.71 11.70+£0.48 11.55+0.41
Lignocérico 1.50 + 038 1.74 £0.32 1.40+0.19a 1.66+0.31
NI 6.92£1.26 7.03+2.51 6.46 £ 1.15 7.39+1.79
Saturados 37.01+1.42 36.24+2.93 35.83+0.83 35.29+1.34
Insaturados 56.07 + 2.37 56.77 £ 2.74 57.71+£0.98 57.36+2.18
/S 1.52+0.12 1.58+0.17 1.61+0.05 1.63+0.11

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. n= 6

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control; a (p<0.05) diferencia estadistica

con respecto al grupo STZ

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de la composicidon de acidos
grasos de mitocondrias de cerebro a 3 y 6 meses de edad. Es importante mencionar que
los indices de fluidez que se encontraron tanto para tejido como para mitocondria son
bastantes parecidos, por lo cual se decidi6é presentar primero la composicién de los tejidos
y después de las mitocondrias con la finalidad observar mejor el efecto de la hiperglicemia

ligera y los tratamientos administrados.

De forma similar a lo que ocurre en el primer mes de experimentacion, la

composicion de los acidos grasos de las mitocondrias de cerebro no parece cambiar entre
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los grupos Control y STZ a los 3 meses de edad. Particularmente hay una disminucién
significativa (p<0.05) de la concentracion de &cido araquidico en el grupo STZ con
relacion al grupo control, sin embargo, este cambio es tan pequefio que no se refleja en el
indice de fluidez de este grupo, por lo que no se muestran diferencias significativas en

este parametro entre ambos grupos.

Tabla 10. Composicién de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de ratas normoglicémicas
(grupos control) y ratas inducidas a DM2 (grupo STZ) a 3 meses de edad.

Acido graso Control STZ
Miristico 0.14£0.04 0.11+0.02
Miristoleico ND ND
Pentadecanoico 0.04£0.01 0.06 £ 0.03
Palmitico 17.19+0.21 17.58 + 0.83
Palmitoleico 0.68 +0.03 0.84+0.19
Heptadecanoico 0.02 £ 0.00 0.01 £ 0.00
Estedrico 20.52+1.21 20.37 £ 0.38
Oleico 26.72 £ 0.52 25.53+1.81
Linoleico 0.81+0.08 0.90+0.38
Araquidico 0.44+0.10 0.30+0.06 *
Araquiddnico 10.35+0.32 10.94+0.76
EPA 1.03+0.41 0.60£0.31
C22:? 3.40+0.38 3.30+0.19
DHA 11.67 £0.29 11.73 £ 0.27
Lignocérico 1.02+0.26 0.93+0.18
NI 6.17 £ 1.06 6.85+0.96
Saturados 39.35+1.17 39.37+0.80
Insaturados 54.65+ 1.25 53.83+0.83
/S 1.39 £ 0.07 1.37+0.04

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(Acidos grasos insaturados/ acidos graso-saturados); ND, No detectados. Control n= 3, STZ n=6

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control
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A continuacion, se muestra la tabla de composicion de acidos grasos de los grupos
control que fueron tratados con &cidos grasos omega-3 (tabla 11). De forma general se
aprecia que en el grupo C+w-L hay un aumento significativo de la concentracion de acido
pentadecanoico, acido palmitico y DHA con respecto al grupo control; asi mismo, se
muestra una disminucién en la concentracion del oleico con respecto al mismo grupo
control. Por su parte, en el grupo C+ w-C se aprecia un aumento en la concentracion de
palmitoleico y DHA, ademas de una disminucién en la concentracion de oleico y acido

araquidico. Todas las diferencias significativas (p<0.05) con respecto al grupo control.

Tabla 11. Composicion de &cidos grasos (mol%) de mitocondrias de cerebro de ratas
normoglicémicas (grupo control) y sus respectivos grupos con tratamiento de acidos grasos omega

3 de cadena larga (c+w-L) y cadena corta (c+w-C) a 3 meses de edad.

Acido graso Control C+ w-L C+w-C
Miristico 0.14+0.04 0.14 £ 0.05 0.13+0.02
Miristoleico ND ND ND
Pentadecanoico 0.04 £0.01 0.15+0.05 * 0.03£0.00
Palmitico 17.19 £ 0.21 18.11+0.63 * 17.06 £ 0.89
Palmitoleico 0.68 £ 0.03 1.10+0.48 2.03+0.37 *
Heptadecanoico 0.02 £0.00 0.03+0.01 ND
Estearico 20.52+1.21 20.75+0.53 20.22+0.34
Oleico 26.72 £ 0.52 23.52+0.75 * 23.94+0.64 *
Linoleico 0.81£0.08 0.98+0.12 0.90+0.17
Araquidico 0.44+0.10 0.34+0.03 0.23+0.03 *
Araquiddnico 10.35+0.32 10.46 £ 0.65 11.18 £ 0.19
EPA 1.03+0.41 1.60 £ 0.64 0.89 £ 0.02
Behénico ND ND ND
Cc22:? 3.40£0.38 3.14+£0.21 3.15 +£0.06
DHA 11.67 £ 0.29 12.46 £0.51 * 13.50+0.43 *
Lignocérico 1.02+£0.26 0.88+£0.10 0.64 £ 0.03
NI 6.39+1.42

6.17 £1.06

6.11+0.43

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso-saturados); ND, No detectados. Control, C+w-C n= 3, C+w-L n=5

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control

En la tabla 12 se presenta la composicion de acidos grasos de mitocondrias de ratas

STZ tratadas con &cidos grasos omega 3. Un aspecto interesante es que en el grupo
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STZ+w-L hay un aumento del indice de fluidez con respecto a los demas grupos
experimentales, por ende, los cambios en la composicion de los acidos grasos en este
grupo son muy evidentes. En principio se aprecia un aumento en la concentracion de
palmitoleico, oleico y DHA respecto del grupo Control y respecto del grupo STZ. También
se aprecia una disminucién significativa en la concentracion de estearico, linoleico de
igual forma con respecto al grupo control y al grupo STZ. Adicionalmente la concentracién
de EPA disminuye de forma significativa, pero en este caso s6lo lo hace con respecto al
grupo control. Por su parte, en el grupo STZ+w-C se aprecia un aumento en la
concentracion de palmitoleico y DHA con respecto al grupo STZ; y en este grupo
experimental también se presenta una disminucion del oleico con respecto al grupo

control y al grupo STZ.

A los 6 meses de edad la composicion de 4cidos grasos de mitocondrias de cerebro
en los grupos control y STZ no parecen mostrar cambios tan significativos, en la tabla 13
se aprecia que el palmitoleico disminuye su concentracién de forma significativa (p<0.05)
en el grupo STZ, y tanto los acidos grasos linoleico como el lignocérico aumentan
significativamente en el grupo STZ con respecto al grupo Control. Nuevamente no se
encontré diferencia significativa entre el indice de fluidez entre ambos grupos, sin

embargo, la tendencia de este parametro es mayor en el grupo que fue inducido a DM2.
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Tabla 12. Composicién de &cidos grasos (mol%) de mitocondrias de cerebro de ratas Wistar

inducidas a diabetes (STZ), tratadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga ( STZ + w-L) y

cadena corta (STZ + w- C) a 3 meses de edad.

Acido graso

Miristico
Miristoleico
Pentadecanoico
Palmitico
Palmitoleico
Heptadecanoico
Estedrico
Oleico
Linoleico
Araquidico
Araquiddnico
EPA
Behénico
C22:?
DHA
Lignocérico
NI
Saturados
Insaturados
1/S

Control

0.14 +£0.04
ND
0.04 £0.01
17.19+0.21
0.68 £ 0.03
0.02 +£0.00
20.52+1.21
26.72 £ 0.52
0.81+0.08
0.44+0.10
10.35+£0.32
1.03+0.41
ND
3.40+£0.38
11.67 £0.29
1.02+0.26
6.17 £1.06
39.35+1.17
54.65+ 1.25
1.39+0.07

STZ

0.11+0.02
ND
0.06 +0.03
17.58 +£ 0.83
0.84+£0.19
0.01 +0.00
20.37+£0.38
25.53+1.81
0.90+0.38
0.30 £0.06
10.94+£0.76
0.60+0.31
ND
3.30+0.19
11.73£0.27
0.93+0.18
6.85+0.96
39.37 +£0.80
53.83+0.83
1.37+0.04

STZ + w-L

0.14£0.04
0.03 +£0.03
0.04 +£0.02
16.37+£1.04 a
1.38+0.36% a
0.03 +£0.00
15.05+0.76 *a
31.62£2.10 *a
0.51+£0.05 *a
0.20 + 0.05
10.43+£0.53
0.50+0.34 *
0.05+0.03
3.41+0.11
13.75+0.57 *a
0.93+0.21
5.60 £0.40
32.82+1.44
61.64 + 1.161
1.88+0.11

STZ + w-C

0.17£0.04 a
ND
0.08 £0.10
17.17 £ 0.50
1.33+0.65a
ND
21.39+£0.94
23.25*0.63*a
0.92%0.13
0.30+£0.03
10.11 £ 0.66
0.76 £0.20
ND
3.15%£0.12
12.83+0.46 a
0.95%0.23
7.58£0.70
40.05 + 0.80
52.34£1.02
1.31£0.05

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. Control n=3 ; STZ, STZ +w-C n=6 ;

STZ+w-L n=5

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control; a (p<0.05) diferencia estadistica
con respecto al grupo STZ
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Tabla 13. Composicion de &cidos grasos (mol%) de mitocondrias de cerebro de ratas

normoglicémicas (grupo control) y ratas inducidas a diabetes (grupo STZ) a 6 meses de edad.

Acido graso Control STz
Miristico 0.12 £+ 0.05 0.16 £ 0.07
Miristoleico 0.02 £0.01 0.03 £0.03
Pentadecanoico 0.03+0.01 0.07 £0.06
Palmitico 15.72 £ 0.75 15.70£ 0.49
Palmitoleico 1.50+0.29 1.13+0.22 *
Heptadecanoico 0.03+0.01 0.13+£0.21
Estearico 18.06 £ 0.62 17.00 £ 1.57
Oleico 30.17+1.72 31.27+0.78
Linoleico 0.49 £ 0.07 0.60+0.12 *
Araquidico 0.35+0.08 0.3410.10
Araquiddnico 10.20+£0.32 10.18 £ 0.40
EPA 0.19 £ 0.07 ND
Behénico ND ND
C22:? 3.33+0.24 3.59+0.12
DHA 13.24+1.01 12.93+0.51
Lignocérico 1.14 +0.25 1.56+0.33 *
NI 5.52 +£0.90 5.32+1.75
Saturados 3545+1.21 3495+ 1.46
Insaturados 59.06 + 1.96 53.73+1.43
1/s 1.67+0.11 1.71+£0.09

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez

(acidos grasos insaturados/ acidos graso-saturados); ND, No detectados. n=6

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control
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Con la finalidad de mostrar la composicion de acidos grasos de las mitocondrias de
cerebro de los grupos control que fueron tratados con 4cidos grasos omega 3 se presenta
la tabla 14. En esta tabla se aprecia que los cambios significativos (p<0.05) en la
composicion de las membranas mitocondriales del grupo C+w-L con respecto al grupo
control estan dados por un aumento en la concentracion de linoleico asi como una
disminucion de la concentracion de &cido araquidénico y C22 : ?. Por otro lado, el grupo
C+w-C muestra una disminucién significativa de la concentracién de Estearico y C22:?
con respecto al grupo Control.

Tabla 14. Composicién de acidos grasos (mol%) de mitocondrias de cerebro de ratas

normoglicémicas (grupo control) y sus respectivos grupos con tratamiento de acidos grasos omega
3 de cadena larga (c+w-L) y cadena corta (c+w-C) a 6 meses de edad.

Acido graso Control C+ w-L C+w-C
Miristico 0.12 £0.05 0.14 £0.07 0.10 £0.04
Miristoleico 0.02 £0.01 0.03 £0.02 0.02 £ 0.02
Pentadecanoico 0.03+0.01 0.03+0.01 0.03+0.01
Palmitico 15.72 £ 0.75 15.10+1.39 15.50 £0.15
Palmitoleico 1.50+0.29 1.32+0.51 1.46+0.22
Heptadecanoico 0.03+£0.01 0.03 +£0.01 0.04 £ 0.02
Estearico 18.06 + 0.62 18.22+0.35 17.15+0.10 *
Oleico 30.17 £ 1.72 31.20+ 1.07 32.66 + 2.62
Linoleico 0.49 £ 0.07 0.59+0.09 * 0.55 + 0.06
Araquidico 0.35+0.08 0.44£0.12 0.44 £ 0.03
Araquidénico 10.20+0.32 9.60+0.48 * 10.09 £0.63
EPA 0.19 £ 0.07 0.13+0.08 0.29 £ 0.07
Behénico ND 0.07 £0.01 0.06 £ 0.01
c22:? 3.33+0.24 3.05+0.13 * 2.79+0.14 *
DHA 13.24+£1.01 12.15+ 0.78 12.17 £ 0.54
Lignocérico 1.14+0.25 1.23+0.39 1.08 £ 0.07
NI 5.52+0.90 6.75+0.59 5.55+20.82
Saturados 35.45+1.21 35.27 £ 0.69 34.40+0.13
Insaturados 59.06 + 1.96 58.06 + 0.33 60.04 + 2.85
1/S 1.67+0.11 1.65 +0.04 1.75+0.09

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S cociente de fluidez
(acidos grasos insaturados/ acidos graso-saturados); ND, No detectados. Control n=6, C+w-L, C+w-C n=3

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control
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Para finalizar, en la tabla 15 se presenta la composicion de acidos grasos de
mitocondrias de cerebro de los grupos STZ tratados con &cidos grasos w- 3. En la tabla
se observa que en el grupo STZ+w-L se presenta una disminucion significativa (p<0.05)
de la concentracion de estearico y un aumento en la concentraciébn de EPA, ambas
diferencias con respecto al grupo control. En el caso del grupo STZ+w-C las
concentraciones de palmitoleico y DHA son significativamente mayores con respecto al
grupo STZ y por su parte, la concentraciéon del acido linoleico es significativamente menor
con relacién al grupo STZ. Las diferencias estadisticas significativas (p<0.05) encontradas
para este grupo con respecto al grupo control fueron una disminucién de la concentracion

de esteérico y un aumento significativo de EPA.

Tabla 15. Composicion de acidos grasos de mitocondrias de cerebro de ratas inducidas a diabetes
(STZ) con tratamiento de acidos grasos omega 3 de cadena larga (STZ+ w-L) y cadena corta (STZ

+ w-C) a los 6 meses de edad.

Acido graso Control STZ STZ + w-L STZ + w-C
Miristico 0.12 £ 0.05 0.16 £ 0.07 0.12 £ 0.06 0.09 £0.03
Miristoleico 0.02 £ 0.01 0.03 £0.03 ND 0.02 £ 0.01
Pentadecanoico  0.03 £0.01 0.07 £ 0.06 0.04 £ 0.01 0.03 £ 0.00
Palmitico 15.72+£0.75 15.70+0.49 16.30 £ 0.57 16.49 £ 0.23
Palmitoleico 1.50+0.29 1.13+0.22 1.32+0.26 1.51+031a
Heptadecanoico 0.03+0.01 0.13+0.21 0.04 £0.01 0.03 £ 0.00
Estearico 18.06 £+ 0.62 17.00+1.57 16.48+1.00* 17.02+0.63*
Oleico 30.17+1.72 31.27+0.78 30.96 £ 2.06 30.53+1.04
Linoleico 0.49 £ 0.07 0.60+£0.12 0.59+0.43 0.47 £0.07 a
Araquidico 0.35+0.08 0.34+0.10 0.35+0.14 0.36 £ 0.05
Araquiddnico 10.20+0.32 10.18+0.40 10.09 £ 0.46 9.92+0.22
EPA 0.19 £ 0.07 ND 1.19+049* 0.95+0.41 *
Behénico ND ND 0.07 £ 0.05 0.06 £ 0.01
C22:? 3.33+0.24 3.59+0.12 3.23+0.13 a 3.22+0.21
DHA 13.24+1.01 12.93+0.51 13.02 £ 0.46 13431031 a
Lignocérico 1.14+0.25 1.56 £ 0.33 1.08 £ 0.15 0.9410.15a
NI 5.52£0.90 5.32+1.75 5.13+1.24 496+ 1.25
Saturados 3545+121 3495+146 34.46+1.35 35.00 £ 0.82
Insaturados 59.06+1.96 53.73+1.43 60.41+1.34 60.04 £ 1.39
/S 1.67+0.11 1.71+£0.09 1.76 £0.10 1.72+ 0.07

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificado; I/S indice de fluidez
(&cidos grasos insaturados/ acidos graso saturados); ND, No detectados. Control, STZ n=6, STZ +w-L n=7 ;
STZ+w-C n=5

* (p<0.05) diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control; a (p<0.05) diferencia estadistica
con respecto al grupo STZ
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8 DISCUSION

8.1 Gananciade peso

En este trabajo se gener6 un modelo de DM2 con hiperglicemia ligera con la
finalidad de simular los primeros estadios de desarrollo de esta patologia, para poder
observar posibles cambios (fisioldgicos, antropométricos y metabdlicos) que se pudieran
presentar en el organismo. De acuerdo al Comité de Expertos para el Diagnostico y
Clasificacion de DM de la ADA (2018) se han establecido una serie de criterios para el
diagnéstico de este sindrome, dentro de estos criterios se encuentran signos y sintomas
clinicos especificos, entre los que destacan: polifagia, polidipsia, poliuria y pérdida de

peso

El peso es un parametro antropométrico muy importante pues su determinaciéon
contribuye a la valoracion nutricional de una persona, por lo que cambios repentinos en
este parametro (ya sea por un aumento o disminucién) podria ser un indicio de posibles

alteraciones metabdlicas en el organismo (Rabat y Rebollo, 2010).

En la Figura 1 se puede apreciar la curva de crecimiento de todos los grupos
experimentales a partir del primer mes de edad y hasta el momento del sacrificio. De
forma general se observa que el grupo control fue el grupo que tuvo una mayor ganancia

de peso en relacion a los demas grupos experimentales.

El grupo STZ tuvo menor ganancia de peso promedio en comparacion con todos los
grupos experimentales, con un peso 16% menor que el grupo control. Estos resultados
son consistentes con el modelo de hiperglicemia ligera generado en este trabajo ya que
una disminucion en la secrecién de insulina (ocasionado por disminucién del nimero de
células B pancreaticas por accion de la STZ) implica una alteracién en los procesos
metabdlicos en la que esta hormona participa. En un principio la estimulacion de la
captacion de glucosa (por translocacion de GLUT 4 a la membrana plasmatica) en las
células del tejido adiposo y del tejido muscular no puede llevarse a cabo, lo que implica
gue estas células no puedan utilizar la glucosa para obtencién de energia. Esta restriccién

obliga a los miocitos y adipocitos a utilizar aminoacidos y acidos grasos para produccion
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de ATP, lo que da como resultado una disminucidn de las reservas de estas moléculas en

los tejidos correspondientes (Shepherd y Kahn, 1999).

Asi mismo, la falta de insulina disminuye la entrada de aminoacidos en el tejido
muscular, favorece el catabolismo proteico (Wang et al, 2006) y aumenta el uso de
amino&cidos como sustrato para la gluconeogénesis (Hatting et al, 2018), lo que conlleva

a una disminucion de la masa muscular.

Adicionalmente, la falta de insulina impide la captacion de los acidos grasos en el
tejido adiposo puesto que la enzima lipoproteina lipasa 1, enzima encargada de catalizar
la hidrdlisis de los triacilgliceroles contenidos en las lipoproteinas (Quilomicrones y
lipoproteinas de muy baja densidad, VLDL), no es estimulada de manera adecuada
(Panarotto et al, 2002; Mead et al, 2002). De igual forma sin insulina, los adipocitos no
pueden sintetizar ni almacenar triacilgliceroles (ya que estas moléculas son
constantemente utilizadas para obtencién de energia) con lo que se ve favorecida la
lipdlisis, generando asi un mayor flujo de acidos grasos libres al higado para ser oxidados

y transformados a cuerpos cetdnicos (Dimitriadis et al, 2011).

En resumen, la falta o disminucién de insulina en el organismo conlleva a
alteraciones de los procesos metabdlicos en los que esta hormona participa,
principalmente las repercusiones de estas alteraciones resultan en una disminucion de las
reservas del tejido muscular y tejido adiposo, que se ve reflejado en una menor ganancia
de peso corporal ya que ambos tejidos son componentes principales que contribuyen a la

determinacion de este parametro (Carbajal, 2013).

Por otro lado, la ganancia de peso de los grupos a los que se les administraron los
acidos grasos ©-3 fue menor en comparaciébn con su respectivo grupo control.
Particularmente los animales que fueron suplementados con w- 3 de cadena larga fueron
los que mostraron una menor ganancia de peso. Diversos estudios se han realizado con
el objetivo de dilucidar el papel que tienen los &cidos grasos poliinsaturados ©-3 de

cadena larga (principalmente EPA y DHA) en el equilibrio del peso corporal.

Se ha reportado que la suplementacion de aceite de pescado, (aceite de atun,
constituido por 7% de EPA y 23% de DHA) en la alimentaciéon de roedores disminuye la
ganancia de peso y previene la acumulacién de lipidos en el tejido adiposos blanco en
comparacion con otros aceites dietéticos suplementados entre los que se encuentran el

aceite de palma, el aceite de soya o el aceite de colza (lkemoto et al, 1996). En otros
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estudios no se han encontrado diferencias significativas entre la suplementacién de
diferentes aceites dietéticos y su efecto en el peso corporal, sin embargo, las ratas que
fueron suplementadas con aceite de pescado mostraron una menor cantidad de grasa

corporal total con respecto a los otros grupos (Hill et al, 1993).

Este efecto “preventivo” de acumulaciéon de grasa se ha relacionado con las
lipoproteinas de muy baja densidad VLDL (cuya funcion es el transporte enddgeno de
lipidos desde el lugar de su sintesis hepatica hasta los tejidos periféricos), ya que se ha
visto que EPA y DHA disminuyen su sintesis en el higado, con lo cual el transporte de los
acidos grasos se reduce y la captacion de estas moléculas, asi como su posterior

acumulacién como reserva en los tejidos se ve disminuida (Bays et al, 2008).

También se ha encontrado que EPA y DHA estan implicados en la supresion de la
transcripcién de los genes que codifican enzimas lipogénicas entre las que se encuentran:
acetil Co-A carboxilasa, el complejo multienzimatico acido graso sintasa (FAS) y la
estearoil co-A desturasa (Saltar et al, 1994; Dentin et al, 2005). Ademas, se ha
demostrado que EPA y DHA promueven la transcripcién de enzimas que participan en la
oxidacién de los acidos grasos como la acil CoA Oxidasa, la proteina de desacoplamiento
2 y la palmitoiltransferasa carnitina 1 (Guo et al, 2005; Sampath y Ntambi, 2006). Por lo
tanto, la inhibicion de la sintesis de acidos grasos en el higado y el aumento de la
oxidacion de estas moléculas parecen desempeifiar un papel fundamental en la ganancia

de peso corporal.

Ademas de lo anterior, se ha propuesto que la participacion de EPA y DHA en la
disminucion del peso corporal también se podria ver influenciada por la posible relacion
de estos acidos grasos con la leptina y adiponectina (adipocinas que participan en la
regulacién de la masa corporal) las evidencias de soporte para esta hipétesis es que en
ciertos estudios se ha encontrado que después de la ingesta de estos acidos grasos la
sensacion de hambre disminuye y la saciedad pospandrial es mayor (Ohashi et al, 2004;
Bays et al, 2009).

Finalmente, la administracion de los acidos grasos omega 3 parecen tener una
repercusion positiva en la ganancia de peso de los organismos que fueron inducidos a
diabetes, particularmente el grupo STZ+ w-L es el grupo que muestra una tendencia a
incrementar su peso (5.5% mas con respecto al grupo STZ). Este posible efecto benéfico

se relaciona con los procesos metabdlicos en los que estas moléculas participan. En los
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Ultimos afios ha tomado importancia la participacion de estos acidos grasos como
ligandos del PPAR y ya que la unién a estos receptores nucleares promueve la expresion
de ciertos genes que estan implicados en el proceso de reconocimiento y transporte de la
insulina, entre estos se encuentran receptores de insulina y sus sustratos, asi como los
gue codifican para el glucotransportador 4 (lwata et al, 2001; Gonzalez- Périz et al, 2009).
Esto es importante si se considera que la insulina es una hormona anabdlica que
promueve la entrada de aminoacidos para la sintesis de proteinas en el tejido muscular y
estimula la sintesis de triacilgliceroles para la posterior acumulacion de estas moléculas

en el tejido adiposo (Dimitriadis et al, 2011).

Por su parte, el incremento de la ganancia de peso del grupo STZ + w-C en relacién
al grupo STZ no muestra ningln cambio aparente, por lo que se concluye que estas
moléculas no tuvieron ningun efecto en este parametro. De forma similar, Vicentefio
(2018) trabajé con la administracién de ALA durante el desarrollo de DM2 empleando
diferentes esquemas de dosificacion (1, 3 y 7 dias a la semana, dosis 125 mg/kg de peso)
y encontré un efecto benéfico de estas moléculas sobre la ganancia de peso corporal de
ratas con hiperglicemias severas cuando la frecuencia de administracion del tratamiento
fue mayor. Lo anterior parece indicar que el efecto de este acido graso esta sujeto a una
serie de factores entre los que se encuentran: el grado de hiperglicemia, la dosis

administrada y el esquema de dosificacion empleado.
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8.2 Glicemia

Existen diversas técnicas experimentales para generar modelos de DM en animales,
sin embargo, la induccibn de DM2 por accion de la estreptozotocina ha sido de los
métodos mas utilizados debido a la alta selectividad para las células B pancreaticas
(LeDoux et al, 1986).

El mecanismo de accion de la STZ se basa en su efecto genotéxico ya que este
farmaco al ser un agente alquilante lleva a cabo la metilacion directa del DNA de las
células B pancreaticas lo que ocasiona que se formen aductos y exista rompimiento de las
cadenas de DNA para posteriormente promover la muerte celular (Bennett y Pegg, 1981,
Yamamoto et al, 1981). Ademas de lo anterior se ha propuesto que durante el
metabolismo de la STZ se forman especies reactivas de oxigeno, las cuales desempefian
un papel clave en la progresion del efecto téxico de este compuesto (Takasu et al, 1991).
La sensibilidad a la STZ depende de una serie de factores entre los que se encuentran: la
edad, el sexo, el estado nutricional y la especie animal. Ademas, ha quedado demostrado
gue el tiempo, la dosis y la via de administracién son determinantes para su efecto
(Bequer et al, 2016).

La concentracion de STZ utilizada en este trabajo fue de 130 mg/Kg de peso
corporal, esta concentracion de acuerdo con lo reportado en la literatura resulta suficiente
para reducir en su mayoria el nimero de células B en el pancreas si se administra a una
rata adulta (Weir et al, 1986). Sin embargo, en animales neonatos existe la capacidad por
parte del pancreas de diferenciar y /o regenerar sus células B pancreaticas de forma
parcial (Bonner — Weir et al, 1981), por lo que el resultado final llevaria a alteraciones en
el control de la glicemia, con concentraciones de glucosa en sangre mayores a lo que se

presenta de forma normal.

En este trabajo se encontrd que la glicemia en los grupos control se mantuvo en un
intervalo de 80-110 mg/dL durante todo el tiempo experimental (Figura 2). Estos
resultados resultan consistentes considerando que se ha reportado que la concentracion
de glucosa sanguinea para la mayoria de los mamiferos con ayuno de 8 horas es de 80 —
100 mg/dL. Derivado de lo anterior, todo parece indicar que la administracién de los
acidos grasos no tuvo ningun efecto aparente sobre este pardmetro en estos grupos

experimentales.
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En la Figura 2 se puede observar que las concentraciones de glucosa sanguinea del
grupo STZ se normalizan durante el trascurso del tiempo y al comparar estas glicemias
con la del grupo Control parece que no hay diferencia, particularmente en los ultimos

meses de vida estudiados.

Con el proposito de observar el control de la glicemia en ambos grupos se realizé
una curva de tolerancia a la glucosa (que fue realizada cuando los animales cumplieron
una edad aproximada de 4 meses). Los resultados de esta prueba se muestran en los
anexos (anexo 2). En la grafica del grupo control se aprecia que después de la ingesta de
dextrosa las concentraciones de glucosa sanguinea a los 60 minutos no sobrepasan los
130 mg/dL y a pesar de que s6lo se tomaron mediciones los primeros 90 minutos, este
tiempo fue suficiente para observar un regreso de la glicemia casi a sus valores iniciales.
Por el contrario, el grupo STZ muestra que el pico promedio alcanzado por la glicemia a
los 60 minutos después de la ingesta de dextrosa se encuentra por encima de los 270
mg/dL y aunque la concentraciéon de glucosa en sangre disminuye en los 90 minutos
subsecuentes, la glicemia aun sigue siendo elevada. En consideracién con los criterios
para evaluar la “anormalidad” en una curva de tolerancia a la glucosa (basados en el valor
del pico que alcanza la glicemia en los primeros 60 minutos y la falta de retorno de las
concentraciones normales de glucosa sanguinea a las dos horas) (Bhandari et al, 2008)
es evidente que, aungue las Ultimas dos mediciones de la glicemia del grupo STZ podrian
pasar como “normales” los animales de este grupo presentan una alteracién en el control

de este parametro.

Lo anterior es consistente con las manifestaciones de las alteraciones del
metabolismo de carbohidratos en los primeros estadios de desarrollo de DM2. Diferentes
instituciones de investigacion especialistas en la historia natural de esta patologia han
denominado a estas etapas iniciales como “prediabetes” y los criterios de diagndstico se
establecen de la siguiente manera: Glucosa plasmaética alterada después de un ayuno de
8 horas que resulta entre 100 y 125 mg/dL y tolerancia a la glucosa alterada (Glucosa
plasmatica entre 140 y 199 mg /dL dos horas después de una carga oral de glucosa)
(ADA,2018). La deteccion temprana de estos parametros en los pacientes es de gran
importancia para su tratamiento ya que dentro de este marco de referencia se ha visto
gue la gran mayoria de los casos de DM2 se presentan en individuos que, durante un
periodo variable de afios, han presentado diversas alteraciones metabdlicas que preceden

y acompafian al estado de hiperglucemia persistente (Rosas- Saucedo et al, 2017).
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La administracion de los acidos grasos w- 3 a los grupos STZ parece tener un
efecto positivo sobre el control de la glicemia. Concretamente EPA y DHA fueron los que
mostraron tener un mayor efecto ya que en la Figura 2 se muestra que en los dos
primeros meses a partir del tratamiento las concentraciones de glucosa en sangre
comienzan a disminuir y en los Ultimos meses esta glicemia se mantiene en valores
normales; ademas, es interesante referir que la dispersion de los datos se muestra
relativamente constante en todos los meses después de la administracion del tratamiento.
Lo anterior resulta relevante si se compara con el comportamiento tipico de la glicemia
gue ha sido observado en los organismos diabéticos, ya que estos muestran una
dispersién de sus datos mucho mayor, lo cual es derivado de los cambios drasticos en
sus concentraciones de glucosa sanguinea y por tanto es un reflejo de la pérdida del

control de la glicemia en estos animales.

Los estudios que se han realizado con el objetivo de determinar el impacto del
aceite de pescado en contra del desarrollo de DM2 (principalmente en la homeostasis de
la glucosa vy el perfil lipidico) han arrojado resultados contradictorios y todo parece indicar
gue el efecto resultante (positivo o negativo) depende de una serie de factores entre los
gue se encuentran el tiempo de comienzo de la intervencion (en relacién con el grado de
desarrollo de la patologia), la dosis administrada y la proporcioén de los principales acidos

grasos omega 3 que componen el aceite de pescado administrado (Chen et al, 2015).

Sin embargo, hay estudios que reportan que el suplemento de &cidos grasos
polinsaturados w- 3 mejora el control glucémico en organismos con DM2 lo que resulta
consistente con lo encontrado en este trabajo.(Vicentefio, 2018; Gonzanlez- Périz et al,
20009).

No obstante, los mecanismos por los cuales se da este efecto positivo en el control
de este parametro aln no estan del todo claros. Las investigaciones en modelos animales
han revelado diferentes mecanismos potenciales. En principio se ha postulado que estas
moléculas mejoran la sensibilidad a la insulina hepéatica (por oxidacién de acidos grasos
hepaticos e inhibicion de la lipogénesis, lo que mejora la sefializacion y respuesta a la
insulina). También se ha postulado que este efecto benéfico se debe a los efectos
antiinflamatorios de los omega 3 (dado que la inflamacion tisular mediada por macrofagos

€s un mecanismo clave para la resistencia a la insulina en la obesidad) (Oh et al, 2010),
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asi mismo se ha propuesto que estas moléculas participan en la modulacién de las
hormonas incretinas (las cuales estan implicadas en la secrecion de insulina estimulada
por la glucosa) (Flachs et al, 2014) y por ultimo se ha postulado que este efecto benéfico
puede ser mediado por los PPARS (al estimular la expresiéon de diversos genes entre los
gue se encuentran los implicados en la respuesta a la insulina, receptor de insulina y sus
sustratos) (Smith et al, 2001) asi como los que codifican para GLUT 4 expresado en

musculo esquelético, musculo cardiaco y tejido adiposo.

Por su parte, la administracion de los acidos grasos de cadena corta sobre los
organismos STZ no muestra una tendencia del control de la glicemia en particular, ya que
en los primeros 4 meses de tratamiento en general se aprecia que las concentraciones de
glucosa sanguinea disminuyen, sin embargo, en el Ultimo mes este parametro se muestra
muy elevado (incluso es similar al obtenido en el primer mes de edad); ademas las
dispersiones de los datos mostrados en cada mes del tratamiento son mayores con

respecto al grupo STZ + w-L.

El trabajo realizado por Vicentefio (2018) también evalla el efecto de ALA sobre la
homeostasis de la glucosa en ratas inducidas a diabetes con hiperglicemia (méas severa
en relacion a este estudio) y en este caso encuentra que con un esquema de dosificacion
de 7 dias a la semana, el control de la glucosa en sangre se mejora; lo anterior es un
aspecto importante a considerar, ya que nuevamente la frecuencia de administracion del

tratamiento parece ser determinante para su efecto.
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8.3 Respiracion mitocondrial

La caracteristica principal de la DM2 es la hiperglicemia la cual es causada por la
deficiencia de insulina o resistencia a la insulina. El origen de esta patologia esta asociado
a un conjunto de factores, entre los que principalmente se incluyen: la genética, el estilo
de vida y la edad. Especificamente, se han realizado diversos estudios a nivel molecular
con la finalidad de indagar acerca de las posibles causas que contribuyen a la resistencia
a la insulina, dentro de estas se encuentran diversos mecanismos intrinsecos celulares
como el estrés oxidativo, el estrés del reticulo endoplasmico y la disfuncidon mitocondrial
(Odegaard y Chawla, 2013; Gutiérrez- Rodelo et al, 2017).

Est& bien documentado que durante un estado de DM2 las mitocondrias presentan
diversos cambios (metabdlicos y morfologicos) que llevan en dltima instancia a la
disfuncién mitocondrial. Aunque no se conocen por completo cuales son los factores
determinantes para que esto ocurra, se han propuesto los siguientes: pérdida del
potencial y pérdida de permeabilidad de las membranas mitocondriales, cambios en la
fluidez membranal y una mayor produccion de radicales libres en la mitocondria (Sivitz y
Yorek, 2010).

Uno de los principales objetivos de este estudio fue determinar si en los primeros
estadios de desarrollo de la DM2 se presentan alteraciones en los parametros de la
respiracion (velocidad de respiracion del estado 4 y 3 asi como su efecto sobre el CR) de
las mitocondrias de cerebro, ademas de determinar el efecto de los acidos grasos omega

3 de cadena larga y cadena corta sobre estos mismos parametros.

En principio, se encontré que un estado de hiperglicemia ligera es suficiente para
alterar las velocidades de respiracion de mitocondrias de cerebro, especificamente
aumentando la velocidad de respiracion del estado 4 mitocondrial (0 estado de respiracion

basal mitocondrial, Figura 3d).

De forma normal, cuando no hay consumo de ATP, la respiracion del estado 4
mitocondrial esta regulada por la difusién pasiva de los protones a través de la membrana
interna. En este sentido, la velocidad de respiracion de este estado va a depender de la
pérdida del gradiente de protones (generado en el espacio intermembrana por los sitios
de bombeo de protones, complejo I, lll y IV) de modo que se mantenga la fuerza proton

motriz necesaria para llevar a cabo los procesos que dependen de esta (Stryer et al,
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2015). Por lo tanto, tomando en cuenta lo anterior todo parece indicar que el aumento de
la velocidad de respiracion del estado 4 en las ratas con hiperglicemia ligera se da por
una mayor pérdida del gradiente de protones en el espacio intermembrana, lo que puede

ser ocasionado por una mayor fuga de protones hacia la matriz mitocondrial.

En cuanto al efecto de la administracion de los acidos grasos omega 3 de cadena
larga al grupo STZ se encontr6 que estos muestran una tendencia de aumento de la
velocidad de respiraciéon del estado 4 mitocondrial parecida a la mostrada por el grupo
STZ. En el caso del grupo control tratado con estos mismos acidos grasos también se
muestra una tendencia de aumento de este parametro, no obstante, este incremento no
es de la misma magnitud que el grupo STZ tratado. Tomando en cuenta lo anterior todo
parece indicar que, en ambos grupos tratados con estos acidos grasos se esta llevando a
cabo esta pérdida del gradiente de protones, sin embargo, en el grupo STZ tratado esta

pérdida parece ser mucho mayor.

En lo que respecta al efecto de los acidos graso omega 3 de cadena corta en este
mismo parametro también se muestra que la tendencia de ambos grupos tratados es
aumentar, sin embargo, es interesante que el aumento de la velocidad de respiracion en
el estado 4 sea mucho mayor en el grupo C+ w-C que el grupo STZ tratado. Por lo que,
en términos generales, la explicaciéon bioenergética anterior también aplicaria para estos
grupos, pero de forma interesante la pérdida del potencial del gradiente de protones se ve

reflejada de forma mas evidente en el grupo control tratado con estos acidos grasos.

En condiciones normales, cuando existe un gasto de ATP tanto a nivel mitocondrial
como a nivel celular, se produce una estimulacion para que puedan utilizarse los
substratos energéticos, de igual forma se presenta un aumento de la demanda de
consumo de oxigeno por la cadena respiratoria y la sintesis de ATP también se
incrementa. Cuando el metabolismo celular hidroliza el ATP se favorece la salida matricial
de esta molécula al citosol en intercambio con ADP, lo que disminuye la relacion
ATP/ADP mitocondrial. Como consecuencia se produce una estimulacién de la ATP
sintasa (sensible a las concentraciones mitocondriales de ATP, ADP, Pi y a la fuerza
protdn motriz). La diminucion de la fuerza protdn motriz asociada a la sintesis de ATP
estimula a su vez la actividad de la cadena respiratoria (Brand y Nicholls, 2011; Stryer et
al, 2015).
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Con relacién a los resultados obtenidos de las velocidades de respiracion del estado
3 mitocondrial se aprecia que la mayoria de los grupos experimentales tienden a disminuir
este parametro con relacién a la edad (incluido el grupo inducido a DM2), sin embargo, no
lo hacen en la misma magnitud. Los principales grupos en los cuales se da una mayor
disminucion de este parametro son: el grupo control, el grupo control con tratamiento de
acidos grasos omega 3 de cadena larga y el grupo que fue inducido a DM2 y que recibio

el tratamiento de acidos grasos omega 3 de cadena corta.

En términos de la funcion bioenergética de la mitocondria, lo anterior podria
significar que la eficiencia de estimulacion de la ATP sintasa (para la posterior sintesis de
ATP) disminuye conforme transcurre el tiempo experimental, y por tanto, la disminucién
de la fuerza protén motriz se da en forma mas lenta (determinada por el gradiente de
protones en el espacio intermembrana), lo que a su vez conduce a una menor
estimulacion de la actividad de la cadena respiratoria (0 para fines de nuestra
investigacion, a una menor velocidad de respiracibn en este estado de activacion

mitocondrial).

Un punto interesante es que en el grupo STZ+w-L muestra una tendencia de
aumento en la velocidad de respiracion del estado 3 mitocondrial, esto es importante ya
que de todos los grupos experimentales este fue en el Gnico grupo en el que se presentd
este fenébmeno. El resultado biolégico puede ser explicado también en funcién de lo
descrito anteriormente, en donde “aparentemente” el tratamiento de acidos grasos w-3 de
cadena larga tienen un efecto, en realidad no se sabe si este efecto sea positivo o
negativo, en el cual podria estar aumentando la eficiencia de estimulacion de la ATP
sintasa lo que conlleva a un mayor uso del gradiente protdbn motriz con una mayor
estimulacion de la cadena respiratoria. Ademas, en los Ultimos afios, se ha postulado que
los complejos mitocondriales pueden asociarse para formar lo que se conoce como
“respirosoma”, esta asociacion se establece con la finalidad de hacer mas eficiente el
transporte de electrones y en general, para optimizar la respiracion mitocondrial. Se ha
establecido que la formacién de supercomplejos depende de una serie de factores entre
los que se encuentran la integridad de la membrana y la estructura de la cresta
mitocondrial (Dudkina et al, 2010). En varios estudios se ha visto que algunas patologias
como la DM2, disminuyen la asociacion de estos complejos (Antoun et al, 2015), y una
posible explicacion para dicho fenémeno esta relacionada con los efectos de esta

patologia en las membranas, ya que se acepta que durante el desarrollo de la DM2 las
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membranas tienden a ser rigidas, lo que ocasiona que el “libre” movimiento de estos
complejos mitocondriales no pueda llevarse a cabo. Derivado de lo anterior se propone
que los acidos grasos w-3 de cadena larga podrian estar teniendo un efecto benéfico en
la respiracién al estar afectando la fluidez de la membrana mitocondrial con lo cual se

podria estar favoreciendo la formacion de estos supercomplejos.

A pesar de que en este caso se consideran Unicamente los parametros
bioenergéticos de la mitocondria para dar una posible explicacion a los resultados
obtenidos en esta investigacion (con relacion a las velocidades de respiracion de los
estados mitocondriales), esto no significa que sean los Unicos factores que estén
interviniendo. Como se menciond al principio de esta seccidn, esta bien documentado que
durante el desarrollo de diabetes se producen una mayor cantidad de radicales libres en
la mitocondria (Dalle- Done et al, 2006). Estas moléculas con la finalidad de alcanzar su
estabilidad quimica se pueden asociar con otras moléculas que son componentes
importantes de la mitocondria como los fosfolipidos que componen las membranas
biolégicas o los aminoacidos que forman parte de las proteinas que conforman la cadena
transportadora de electrones; lo que en Ultima instancia llevaria a una alteracién de su
estructura quimica y como consecuencia a una alteracion en su funcion bioldgica (Ott et
al, 2007; Halliwell y Gutteridge,2015). Ademas, se ha reportado que los productos finales
de la lipoperoxidacion (malondialdehido y el 4- hidroxinonenal) reducen la activad de

todos los complejos de la cadena transportadora de electrones (Lashin et al, 2005).

Perusquia-Garcia (2018) evalu6 la lipoperoxidacion en mitocondrias de higado en
organismos normoglucémicos e inducidos a DM2 (con hiperglicemia severa) y a sus
respectivos grupos con administracion de &cidos grasos omega 3 de cadena corta en
diferentes esquemas de dosificacion (1, 3 y 7 dias a la semana) y a 3 edades
experimentales distintas (1, 3 y 6 meses). Encontré que durante el desarrollo de DM2 hay
un incremento significativo de la produccion de lipoperéxidos (cuantificacion de
malondialdehido) mitocondriales en las tres edades experimentales con relacion a sus
respectivos grupos control. Los resultados obtenidos de esta investigacion fueron
consistentes con los resultados reportados por Martifion (2019), quién continué con el
proyecto de investigacion y evalu6 los parametros respiratorios de dichas mitocondrias

encontrando que hay una asociacion entre la produccion de lipoperoxidos y la
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determinacion del CR. Esta relacion se establece de la siguiente manera: A mayor

concentracion de malondialdehido menor es el CR.

En otro estudio, realizado por Pérez- Hernandez (2018) se evalué el efecto de ALA
sobre las propiedades fisicoquimicas y su implicacion en la funcién mitocondrial de las
membranas durante el desarrollo de la diabetes y encontré que la DM2 per se repercute
sobre la velocidad de respiracion del estado 4 y 3 mitocondrial, que se ve reflejado en una
disminucion del CR a los 6 meses de edad, ademas de que encuentra que a diferentes
edades experimentales la fluidez de las membranas cambia y aparentemente este
pardmetro también se relaciona con la respiracién. En el caso particular del efecto del
acido graso omega 3 de cadena corta suplementado encuentra que el efecto que ejercen
estas moléculas en la respiracion esta dado por un incremento en el consumo de oxigeno

mitocondrial en estos grupos experimentales.

Los resultados obtenidos en los trabajos anteriores permiten conocer cOmo es gue
se estan dando las relaciones entre los posibles factores que estan involucrados en la
alteracion de los parametros respiratorios y sirven como antecedente para predecir qué es
lo que podria estar ocurriendo si la hiperglicemia ligera generada en este modelo tuviera
un tiempo de exposicion mayor, asi como el posible efecto de la administracion de los
acidos grasos w- 3, sin embargo, es importante tener presente que estos resultados
fueron obtenidos de mitocondrias hepaticas y puede ser que en cerebro ocurran procesos

bioquimicos distintos.

Conocer las velocidades de respiracion de los estados 4 y 3 mitocondriales es de
suma importancia ya que a partir de estos paradmetros se puede obtener el coeficiente de
control respiratorio (CR, obtenido de la relacion entre el estado 3 y 4). Diversos autores
han sugerido que este parametro es un indicador del grado de dependencia de la
fosforilacién oxidativa por parte de la cadena respiratoria (Mitchell, 1961) y se ha sugerido

gue entre mayor sea el valor obtenido, mayor es el grado de acoplamiento.

De forma general, los resultados presentados en este estudio con relaciéon al CR,
permiten analizar dos cosas distintas. En principio en las Figuras 3, 4 y 5 (e y f) se
muestra la tendencia del CR conforme transcurre el tiempo experimental en todos los
grupos con los que se trabaj6é en esta tesis, mientras que en la Figura 10 se observan

todos los CR de todos los grupos experimentales a 3 y 6 meses de edad (y finalmente, en
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la Figura 11 se muestra el andlisis de la diferencia de este parametro de los 3 a los 6

meses de edad).

En general, en este estudio se encontré que el CR de las mitocondrias de todos los
grupos experimentales tiende a disminuir con el paso del tiempo, sin embargo, es
evidente que no lo hacen en la misma magnitud. En la figura 3 (e y f) se aprecia que la
disminucion de este pardmetro en el grupo STZ es mayor en comparacion con el CR del
grupo control. Estos resultados parecen consistentes considerando el modelo de
hiperglicemia ligera trabajado en este estudio, ya que, a mayor tiempo de exposicién a la
hiperglicemia, mayor es el efecto tdéxico sobre las mitocondrias y sobre su funcién

bioldgica.

En relacién a los grupos que fueron inducidos a DM2 y que fueron tratados con
acidos grasos w-3 se aprecia que para ambos casos la disminucion del CR no parece
mostrar cambios importantes (figura 4f y figura 5f) en comparacion con el grupo STZ, por
lo que estos acidos grasos no parecen estar teniendo ningun efecto de este parametro
con relaciéon al tiempo. Por su parte, los grupos controles tratados con acidos grasos
omega 3 de cadena larga y corta si muestran un aumento de la disminucion del CR con
relacién al grupo control. Especificamente este aumento viene a ser alrededor de 1.5
veces mayor para el grupo control tratado con acidos grasos omega 3 de cadena larga y
alrededor de 1.8 veces mayor para el grupo control tratado con acidos grasos omega 3 de

cadena corta.

Para finalizar, el CR de la mayoria de los grupos experimentales no muestra
cambios drasticos a los 3 y 6 meses de edad (Figura 10 yFigura 11). Sin embargo, es
evidente que el grupo control que fue tratado con &cidos grasos w-3 de cadena corta
muestra una disminucion significativa del CR con respecto a su respectivo grupo control
tanto a 3 como a 6 meses de edad. Experimentalmente se ha visto que, la adicién de
concentraciones micromolares de 4cidos grasos libres a la mitocondria provoca una caida
del potencial de membrana, un aumento en el estado 4 de la respiracion, una disminucion
de la relacion del CR y una disminucion de la relacion de ADP/O (Wojtczak y Schonfeld,
1993; Di Paola y Lorusso, 2006). Lo anterior es consistente con los resultados
encontrados en este estudio para el grupo control con administracién de acidos grasos de
cadena corta ya que al compilar toda la informacién, se aprecia que en este grupo hay un
aumento de la velocidad de consumo de oxigeno del estado 4 a los 6 meses de edad

Figura 5 f) y la disminucion del CR es evidente a los 3 y 6 meses de edad con respecto a
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su grupo control (figura 10). Desde hace tiempo se conoce que los acidos grasos de
cadena larga no esterificados son desacoplantes de la fosforilacion oxidativa. Sin
embargo, hasta la fecha no se conoce por completo el mecanismo exacto por el cual esto
ocurre; con base en varias investigaciones se han propuesto dos modelos potenciales: El
primero es el modelo del ciclo protonoférico de los 4cidos grasos propuesto por Garlid y
colaboradores en 1996 el cual postula que los acidos grasos entran en la mitocondria por
difusién a través de la membrana en su forma protonada mediante flip- flop y una vez
dentro liberan un H+ en la matriz mitocondrial lo que disminuye el gradiente de potencial
electroquimico de los protones. El segundo modelo propone que no hay un transporte de
acidos grasos en la membrana, sino que estas moléculas se unen a un sitio de la proteina
transportadora como su grupo prostético. El grupo carboxilo del acido graso actuaria
transfiriendo los protones a los aminoacidos del canal de translocacién donde
posteriormente seria translocados a la matriz (Rial y Nicholls,1983). La propuesta de
ambos modelos es la disminucién del gradiente de potencial de los protones lo que
conduciria al desacoplamiento de la respiracion mitocondrial y que, de acuerdo con
diversos autores este podria ser un mecanismo adaptativo para disipar la generacién de
oxidantes mitocondriales (Papa y Skulachev, 1997; Brand, 2000.)

Lo interesante es que este efecto sélo se observé en los grupos controles con
administracion de acidos grasos w- 3 de cadena corta, lo que parece indicar que la
intervencion de los acidos grasos w-3 de cadena larga en el mismo grupo experimental en
los procesos antes mencionados es mucho menor, ya que estas moléculas podrian ser
utilizadas de forma “directa” en otros mecanismos bioquimicos como en el caso del efecto
gue mostraron en la ganancia de peso corporal (Figura 1). Derivado de lo anterior, todo
parece indicar que una condicion de hiperglicemia ligera, asi como la administracion de
acidos grasos w-3 (principalmente la administracion de los &acidos grasos de cadena
larga) no tienen efectos drasticos sobre el CR en general, lo que implica que las

mitocondrias de cerebro estan acopladas.

En conclusion, los acidos grasos w-3 de cadena larga y corta tienen un efecto sobre
las velocidades de respiracion mitocondrial; sin embargo los cambios en estos parametros
no afectan drasticamente el CR; y al parecer el efecto que ejercen los tratamientos sobre
los parametros de la respiracibn no es el mismo para ambos tipos de &cidos grasos,
ademas, su efecto parece estar sujeto al grupo experimental al que sea administrado. Lo

anterior es importante, ya que, estos cambios en los pardmetros de respiracion causados
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por la administracion de los tratamientos, podrian demostrar que estas moléculas tienen la
capacidad de atravesar la BHE; lo que implica que la idea que se tiene en relacién a que
esta estructura impide el paso de sustancias que puedan intervenir en el correcto

funcionamiento de este 6rgano se vuelve bastante cuestionable.
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8.4 Composicion de acidos grasos y fluidez membranal de tejido cerebral y

mitocondrias.

Los acidos grasos cumplen diversas funciones importantes en el metabolismo
celular, particularmente, han destacado por ser constituyentes esenciales de las
membranas bioldgicas. Se conoce que la composicion y el grado de insaturacion de estos
acidos grasos en los fosfolipidos es de suma importancia para regulacion de la
permeabilidad, la fluidez membranal y en consecuencia para las funciones que llevan a

cabo las membranas celulares (Voet y Voet 2004).

En este estudio se plante6 analizar la composicién de los acidos grasos de tejido
cerebral y sus respectivas mitocondrias con la finalidad de observar posibles cambios en
este parametro durante el crecimiento de los organismos, el desarrollo de DM2 y el

tratamiento con acidos grasos w- 3 de cadena larga y cadena corta.

Para poder determinar los posibles cambios en la fluidez membranal se trabaj6é con
un indice de fluidez definido de la siguiente manera: cociente I/S (donde | = acidos grasos
insaturados, S= &cidos grasos saturados). Es importante mencionar que este indice de
fluidez so6lo toma en cuenta a los acidos grasos, por lo que los resultados analizados sélo
hacen alusién a un indice de fluidez y no al parametro fisico como tal (puesto que para
poder determinar este parametro se deben considerar otras moléculas como las proteinas

gue también forman parte de la membrana).

En general se observa que el cociente de I/S de todos los grupos que corresponden
a un mismo tiempo experimental no muestran cambios entre si, no obstante, este indice
de fluidez membranal parece cambiar con relacion al tiempo experimental vy
particularmente se aprecia que hay un mayor valor de este parametro a los 6 meses de
edad.

Se acepta que con el desarrollo de DM2 las membranas de distintas células tienden
a ser mas rigidas (Pilon, 2016), asi mismo se ha propuesto que el cambio en este
pardmetro durante el desarrollo de esta patologia es derivado de una disminuciéon de la
actividad de las desaturasas (Ntambi, 1999), lo que implica que la proporciéon de los
acidos grasos saturados en la membrana aumenta y por tanto el indice de fluidez

membranal disminuye. Como se menciond en los antecedentes, esta propuesta es
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parcialmente compatible con los resultados obtenidos por nuestro equipo de trabajo, ya
gue se ha encontrado que dependiendo de la etapa de desarrollo de la DM2 la fluidez de
la membrana efectivamente cambia, sin embargo, este cambio no implica necesariamente

una disminucion.

En el caso particular de este estudio se encontrdé que conforme transcurre el tiempo
experimental la actividad de la delta 9 desaturasa (principalmente su actividad en la
conversion de Esteérico a Oleico, (tabla 16) aumenta en todos los grupos experimentales,
sin embargo, este aumento es mayor en los grupos que fueron inducidos a diabetes. Lo
anterior corresponde con el aumento del indice de fluidez membranal encontrado a los 6
meses de edad y al parecer, estos resultados podrian estar reflejando un proceso de
‘compensacion metabdlica” que si bien parece estar ocurriendo en todos los grupos
experimentales todo parece indicar que este proceso es mayor en el grupo STZ y sus

respectivos grupos tratados.

Tabla 16. Actividad de la delta 9 desaturasa en la conversién de Estearico a Oleico en todos los
grupos respecto al tiempo experimental.

Oleico /Estedrico  Control C+w-L STZ +w-L STZ + w-C
Cerebro

1 mes 1.34+£0.22 1.42+£0.16

3 meses 1.36 £0.11 1.21£0.07 1.24 £ 0.08 1.38£0.18 1.84+0.16 1.15+£0.09
6 meses 1.59+£0.19 1.46 £0.12 1.66% 0.08 1.89+0.43 1.77+£0.17 1.80+0.19
Mitocondrias

1 mes 1.42%0.10 1.33+0.10

3 meses 1.30+£0.11 1.13+£0.5 1.19 £ 0.09 1.26 £ 0.11 2.11+£0.22 1.09£ 0.07
6 meses 1.70+£0.13 1.68 £0.09 1.93+0.19 1.86 £ 0.25 1.87+£0.21 1.80+£0.13

Tabla 17. Actividad de la delta 9 desaturasa en la conversién de palmitico a palmitoleico en todos

los grupos respecto al tiempo experimental.

Cerebro

1 mes 0.048 £ 0.024 0.048 £ 0.026

3 meses 0.057+ 0.016 0.055+0.013 0.165+ 0.079 0.072+0.044 0.060*0.029 0.082+0.033
6 meses 0.084+0.022 0.070+0.020 0.055% 0.027 0.077+0.049 0.078*0.053 0.103+0.055
Mitocondrias

1 mes 0.059 +0.010 0.060+ 0.012

3 meses 0.039+0.007 0.061%0.030 0.120*0.038 0.047+0.015 0.089%+0.032 0.077+0.035
6 meses 0.096 0.025 0.077 £0.032 0.095 £0.038 0.078 £0.029 0.081 £0.024 0.091 £0.029
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Lo anterior es consistente con lo reportado por Pérez y colaboradores (2017)
quienes encontraron un aumento de la fluidez membranal y un aumento CR de
mitocondrias de higado en ratas Wistar con DM2 durante la etapa inicial de la patologia.
De igual forma Figueroa y colaboradores (2015) reportan una disminucién en la actividad
mitocondrial acompafada del incremento en la lipoperoxidacion y cambios fisicos
(aumento de la fluidez) y quimicos (composicion de acidos grasos) particulares en las
membranas de mitocondrias de placenta en ratas con hiperglicemia ligera. Estos trabajos
son de suma importancia si se considera que la concentracién de glucosa sanguinea para
ambos trabajos fue mayor, por lo que el “aparente” aumento del indice de fluidez a los 6
meses de edad encontrado en este estudio podria ser comparado con el aumento de
fluidez membranal encontrado en las etapas iniciales de desarrollo de la patologia por
ambos investigadores (aproximadamente al mes de edad o antes, en el caso de las
mitocondrias de placenta). Todo lo anterior apoya a la hipétesis de que la fluidez (del
tejido cerebral y sus membranas, en el caso de este estudio) y/o funciones asociadas no
tienen un comportamiento Unico y que ésta depende de diversos factores entre los que

principalmente se encuentran: el grado de hiperglicemia y el tempo de exposicion a esta.

Un aspecto interesante observado en este estudio es que a pesar de que el indice
de fluidez no muestra cambios significativos entre los grupos experimentales se aprecia
gue (de forma similar a lo que ocurre con los resultados del CR), una vez que se analizan
los componentes que dan lugar a estos parametros se observa que en estos si hay
cambio (en el caso del indice de fluidez membranal, estos cambios se aprecian en la
composicion de los acidos grasos entre los diferentes grupos experimentales). Lo anterior
podria ser reflejo de un proceso bioquimico denominado “steady state” en el cual se
asume que un sistema permanece en un estado “constante” a lo largo del tiempo, sin
embargo para que este estado se pueda mantener (con la finalidad de permitir el correcto
funcionamiento) requiere de un trabajo continuo (Friesz, 2007)., es decir es un sistema en
equilibrio dinamico el cual, en el caso de este estudio, tendra “pequefos” cambios
(composiciéon de acidos grasos) que se suman en conjunto para evitar un cambio neto

(indice de fluidez).

Desde hace tiempo se conoce que los acidos grasos denominados esenciales (entre ellos
ALA, EPA y DHA) tienen que ser consumidos directamente de la dieta. Su importancia

para el metabolismo celular es tan grande que se han realizado una gran cantidad de
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estudios para determinar su efecto en distintos 6rganos. Derivado de dichos trabajos
experimentales se ha propuesto que la ingesta de estos acidos grasos tiene la capacidad
de modificar la composicion de las membranas biolégicas de distintos 6rganos (Chapkin
et al, 1991; Vicenteiio, 2018; Pérez- Hernandez, 2018). En particular hace algunas
décadas se pensaba que estas moléculas no podrian ingresar hasta el cerebro debido a
la presencia de la BHE (pues se creia que era una estructura altamente selectiva), sin
embargo, en la actualidad esta idea se ha vuelto bastante controvertida ya que existen
estudios (aunque muchos han sido realizados in vitro) en los que se ha demostrado que
ciertos acidos grasos si pueden atravesar la BHE (Edmond et al, 1998; Edmond, 2001;
Rapoport et al, 2001). Hasta el momento no esta claro el mecanismo de transporte de los
acidos grasos en el cerebro, sin embargo, la hipétesis mas aceptada es el transporte de
estas moléculas mediado por proteinas especificas. (Mitchell et al, 2009; Mitchell et al,
2011; Pan et al, 2016; Ochiai et al, 2017).

Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que la BHE es una estructura selectiva, ya
gue el ALA administrado (tratamiento w-3 de cadena corta) no fue detectado en los
cromatogramas del tejido cerebral ni de su respectivas mitocondrias. Lo anterior es
consistente con las investigaciones que se han realizado en los dltimos afios y en las
cuales se han encontrado una serie de proteinas especificas que permiten el transporte
de &cidos grasos con caracteristicas particulares. Dentro de estas proteinas se encuentra
Mfsd2a, una proteina que se expresa en el endotelio de la BHE y la cual ha sido asociada
al transporte de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, principalmente mediando
la absorcion cerebral de DHA (Nguyen et al, 2014); como consecuencia, se asume que el
ALA administrado tendria que ser convertido a EPA y/o DHA para poder ingresar a la BHE
y que, de ser de esta forma, podria explicar la acumulacion de EPA en los grupos
STZ+w-C a los 6 meses de edad. Adicionalmente, en el higado de las ratas tratadas con
acidos grasos omega 3 de cadena corta, si se encuentra el ALA, lo cual indica que la BHE
realmente esta participando selectivamente en los acidos grasos que llegan a cerebro

(Campos, Tesis en elaboracion).

Tomando en cuenta lo anterior se asume que los tratamientos w-3 de cadena larga
administrados atravesaron la BHE y se incorporaron a las membranas de tejido y en
menor medida, de las mitocondrias (estos cambios podrian ser avalados por las
concentracion de EPA en los diferentes grupos experimentales, principalmente a los 6

meses de edad), sin embargo, todo parece indicar que la incorporacion de estos acidos
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grasos no suele ocurrir de la misma manera para todos los grupos experimentales, puesto
qgue, en los grupos STZ tratados es donde se aprecia una mayor acumulacién. Por lo
anterior, seria importante realizar mas estudios para poder dilucidar el comportamiento del
metabolismo lipidico en el cerebro, especialmente cuando se tiene una condicion

metabolica alterada, como en el caso de la diabetes mellitus.
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9 CONCLUSIONES

e Aunque no hay diferencias estadisticas significativas, la hiperglicemia ligera que
presentaron los organismos inducidos a diabetes gener0 una tendencia a una
menor ganancia de peso corporal y al parecer el suministro de los acidos grasos
omega 3 de cadena larga y cadena corta ayud6 a prevenir esta ligera pérdida de
peso. Por su parte, el grupo C+w-L fue en el que se observé una menor ganancia
de peso corporal con respecto a todos los grupos experimentales

¢ La administracion de los acidos grasos w-3 de cadena larga ayudd a la regulacién
parcial del control de la glicemia en los animales que fueron inducidos a diabetes,
mientras que, la administracién de estas moléculas a los grupos control no mostré
ningun efecto aparente.

e Tanto el modelo de hiperglicemia ligera como la administracion de los acidos
grasos w-3 generaron cambios en los parametros de las velocidades de
respiracibn de mitocondrias de cerebro (principalmente en el estado 4
mitocondrial), sin embargo, el CR no se vio afectado de manera significativa.

e EIl efecto de los acidos grasos w-3 en las velocidades de respiracion de
mitocondrias de cerebro es distinto a los 3 y 6 meses de edad y la administracion
de los acidos grasos w-3 de cadena corta disminuye el CR de forma significativa
en organismos normoglicémicos.

e El modelo de hiperglicemia ligera no generé cambios significativos en el indice de
fluidez membranal a 1, 3 y 6 meses de edad tanto en tejido como en mitocondrias
de cerebro, sélo hubo pequefios cambios en la concentracion de algunos acidos
grasos.

e La administracion de los acidos grasos omega 3 de cadena larga y cadena corta a
los grupos control y a los grupos STZ no mostraron un efecto sobre el indice de
fluidez membranal tanto en tejido como en las mitocondrias de cerebro, sin
embargo, de igual forma se presentan cambios en las concentraciones de algunos
acidos grasos particulares.

e Es posible que los “pequefios” cambios en la composicién de acidos grasos de la
mitocondria, inducidos por el suministro de los 4cidos grasos omega-3, participen

en las caracteristicas de la respiracion mitocondrial.
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e A partir de nuestros resultados se sugiere que los acidos grasos w-3 si pueden
atravesar la BHE.

® En general podemos afirmar que aun cuando el desarrollo de la diabetes no sea
evidente, ya se estdn generando alteraciones tanto en la bioenergética

mitocondrial como en el metabolismo de lipidos en el cerebro.
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11 ANEXOS

11.1 Tablas de significancia del analisis estadistico

A continuaciéon se muestran las tablas de significancia obtenidas a partir del analisis
estadistico (prueba de t, p <0.05). Las tablas presentadas del lado izquierdo
corresponden a los resultados de tejido y las tablas del lado derecho corresponden a los
resultados obtenidos para las mitocondrias. Las tablas se presentan por acido graso y por

edad experimental (3 y 6 meses). Todos los grupos experimentales fueron comparados

entre si.
Comparacion Tejido Mitocondria
1 tiempo experimental
1 tiempo experimental
3 meses 3 meses
Miristico Miristico
CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC CN CN+wL CN+wC STZ  STZ+wlL STZ+wC
CN 0.003 0.092 0.002 0.400 0.465 CN 0.498 0.466 0.124 0.413 0.142
CN+wL 0.015 0.018 0.071 0.080 CN+wL 0.471 0.137 0.405 0.116
CN+wC 0.037 0.338 0.275 CN+wC 0.089 0.362 0.104
STZ 0.115 0.110 STZ 0.055 0.006
STZ+wL 0.377 STZ+wL 0.140
STZ+wC STZ+wC

2 tiempo experiental
2 tiempo experiental
6 meses 6 meses
Miristico Miristico
CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC
CN 0.092 0.240 0.031 0.144 0.331 CN 0.280 0.353 0.148 0.455 0171
CN+wL 0.060 0.225 0.004 0.038 CN+wlL 0.232 0.382 0.331 0.102
CN+wC 0.061 0.099 0.212 CN+wC 0.146 0.344 0.320
STZ 0.084 0.030 STZ 0.181 0.049
STZ+wL 0.087 STZ+wlL 0.181
STZ+wC STZ+wC
3 meses 3 meses
Pentadecanoico Pentadecanoico

CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC

CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC CN 0.005 0.127 0.072 0433 0.253
CN 0.019 0.116 0.043 0.118 0.032 CN+wL 0.003 0.003 0.001 0.096
CN+wlL 0.186 0.108 0.000 0.000 CN+wC 0.023 0.180 0.203
CN+wC 0.002 0.059 0.395 STZ 0.028 0.363
STZ 0.000 0.000 STZ+wL 0.180
STZ+wlL 0.012 STZ+wC
STZ+wC
6 meses 6 meses
Pentadecanoico Pentadecanoico
CN CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC CN CN+wL CN+wC ST1Z STZ+wL STZ+wC
CN 0.1390 0.2551 0.1445 0.4550 0.0515 CN 0.183 0.311 0.089 0.429 0.153
CN+wlL 0.3284 0.1231 0.1634 0.2596 CN+uwlL 0.226 0.121 0.117 0.340
CN+wC 0.1550 0.2579 0.1915 CN+wC 0.143 0.230 0.198
STZ 0.1491 0.0531 STZ 0.078 0.068
STZ+wL 0.0691 STZ+wL 0.084
STZ+wC STZ+wC
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3meses

Palmitico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0085 042
CN+wl 0124
CN+wC
NYA
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Palmitico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0175 0412
CN+wl 0.043
CN+wC
STz
STZ+uwl
STZ+wC
3meses
Palmitoleico
CN  CN+wL CN+wC
CN 045 0038
CN+wl 0.040
CN+wC
STz
STZ+wl
STZ+wC
6meses
Palmitoleico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0419 012
CN+wL 0.148
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+uwC

STz STZ+uwl
0.251 0.206
0407 0.342
0.293 0.259

0470

STz STZ+uwl
0.367 0.265
0.262 0.172
0.298 0.125

0431

STz STZ+uwl
0210 0450
0.236 0.484
0.039 0.013

0.231

STz STZ+uwl
0445 0463
0421 0428
0.328 0.292

0482

STZ+wC
0.110
0.004
0.081
0.049
0.022

STZ+wC
0.238
0.015
0215
0.140
0.028

STZ+wC
0.136
0.154
0.023
0370
013

STZ+uwC
0.165
0275
0.106
0.213
0.200

3meses
Palmitico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0021 0409
CN+wl 0.047
CN+wC
NYA
STZ+wL
STZ+wC
6 meses
Palmitico
CN  CN+wL CN+wC
CN 022 033
CN+wl 0.324
CN+wC
NYA
STZ+uwl
STZ+wC
3meses
Palmitoleico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0090 0.002
CN+wl 0.014
CN+wC
STz
STZ+wL
STZ+wC
6 meses
Palmitoleico
CN  CN+wL CN+uwC
CN 0253 0423
CN+wL 0.339
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC

STZ
0.230
0.135
0.206

STZ
0482
0.176
0.260

STZ
0.096
0.118
0.000

STZ
0.016
0.220
0.035

STZ+wl STZ+wC

0.121
0.006
0.191
0.030

0473
0.011
0409
0.160
0.066

STZ+wl STZ+wC

0.0n
0.038
0.024
0.035

0.028
0.030
0.000
0.005
0.247

STZ+wl STZ+wC

0.008
0.167
0.024
0.005

0.067
0.266
0.066
0.051
0.445

STZ+wL STZ+wC

0.12%6
0494
0212
0.098

0.494
0.267
0421
0.021
0.138
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3meses
Heptadecanoico

CN  CN+wL CN+wC

STZ  STZ+wlL STZ+wC

CN Noaplica Noaplica Noaplica Noaplica Noaplica
CN+uwl No aplica 0.008 0.003 No aplica
CN+wC Noaplica Noaplica  Noaplica

STZ 0.372 No aplica
STZ+uwl No aplica
STZ+wC

6 meses
Heptadecanoico
CN  CN+wL CN+wC STZ STZ+wlL STZ+wC

CN 0113 0455 0019 0.207 0.250
CN+uwl 0158 0043 0,052 0.038
CN+wC 0.067 0219 0.108

STz 0021 0.035
STZ+uwl 03712
STZ+uwC

3meses
Estedrico
CN  CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC

CN 0212 0347 0356 0,001 0.045
CN+uwl 0459 0.00010 0.080
CN+wC 0414 0414 0.046

STz 0,003 0.260
STZ+uwl 0.000
STZ+uwC
6 meses
Estedrico

CN  CN+wL CN+wC STZ STZ+wL STZ+wC

CN 0033 0163 0269 0015 0.062
CN+uwl 0164 0146 0,001 0.008
CN+wC 0232 0,003 0029

STz 0437 0471
STZ+uwl 0432
STZ+uwC

3meses
Heptadecanoico

CN  CN+wL CN+wC

CN 0.029 No aplica
CN+uwl No aplica
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

6 meses
Heptadecanoico
CN  CN+wL CN+wC

CN 0451 0.258
CN+uwL 0321
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

3meses
Estedrico
CN  CN+wL CN+wC

CN 0353 0.3%3
CN+wl 0.087
CN+uwC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

6 meses
Estedrico
CN  CN+wL CN+wC

CN 0345 0023
CN+wl 0.004
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

NJA
0.249
0.008

STZ+uwl STZ+wC
0.000 No aplica
0.030 No aplica

Noapica Noaplica No aplica

STz
0.148
0.240
0.251

NJA
0.392
0.098

0.292

STz
0078
0.119
0440

0.000 No aplica
No aplica

STZ+wL STZ+wC

0446 0466
0131 0349
0493 028
0141 0In

0,032

STZ+wlL STZ+wC

0000 0135
0000 0109
0000 0042
0000 0017

0.000

STZ+wlL STZ+wC

0003 001
0011 0012
0148 0368
0240 0493

0.159
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3meses
Oleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+uwl
STZ+uwC
6 meses
Oleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+uwl
STZ+wC
3meses
Linoleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+uwl
STZ+uwC
6 meses
Linoleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+wl

STZ+wC

CN+wL CN+wC

0.055

0.035
0393

CN+wL CN+wC

0.35

0.257
0.064

CN+wL CN+wC

0140

0.142
0011

CN+wL CN+wC

0.160

0.384
0.281

STZ
0.440
0017
0.085

STZ
0.260
0.132
0430

STZ
0.018
0.001
0.061

STZ
0.061
0.006
0.060

0.002

0.001
0.000
0.019

STZ+uwl

0432
0.244
0017
0.097

STZ+uwl

0.145
0.182
0113
0.059

STZ+uwl

0.180
0013
0.129
0.146

STZ+wL STZ+wC

0.004

0.360
0.198
0010
0.000

STZ+uwC
0407
0.153
0150
0280
0.176

STZ+wC
0.298
0.006
0.064
0.001
0.053

STZ+wC
0449
0.062
0392
0021
0.087

3 meses

Oleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STz
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Oleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
3 meses
Linoleico
CN
CN
CN+wl
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
3meses
Linoleico
CN
CN
CN+uwl
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC

CN+wL CN+wC

0.000

0.002
0.225

CN+wL CN+wC

0191

0.062
0.210

CN+wL CN+wC

0.044

0234
0248

CN+wL CN+wC

0.049

0111
0.287

STZ  STZ+wlL STZ+wC

0157 0004
0023 0000
0097 0.000

0.000

0.000
0.210
0.084
0.008
0.000

STZ  STZ+wl STZ+wC

0092 0237
0455 0429
0122 0149

0.368

0.345
0.209
0072
0.106
0.341

STZ  STZ+wl STZ+wC

035 0000
0343 0000
0499 0001

0.026

0123
0.242
0431
0457
0.000

STZ  STZ+wl STZ+wC

0047 0292
0483 049
0303 0446

0490

0.324
0033
0.065
0.035
0217



3meses
Araquidico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0018 0002
CN+uwl 0.018
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Araquidico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0211 0045
CN+wl 0.053
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
3meses
Araquiddnico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0002 0047
CN+uwl 0.002
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Araquidénico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0041 0087
CN+wL 0.263
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC

STz
0014
0.203
0.074

STz
0.000
0.000
0.005

STz
0.068
0.082
0212

STz
0417
0.025
0.056

STZ+wL STZ+wC

0.001 0.000
0.009 0010
0.195 0.039
0.019 0190
0,009

STZ+wlL STZ+wC
0.012 0174
0.078 0431
0428 0243
0.021 0010
0.145

STZ+wL STZ+wC
0.005 0020
0.3%4 0.087
0.013 0,094
0.051 0.357
0.047

STZ+wL STZ+wC
0.197 0.198
0.041 0032
0.124 0101
0.126 0128
0473

3meses

Araquidico
CN CN+wL CN+wC
CN 0037 o001
CN+uwl 0001
CN+uwC
STz
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Araquidico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0091 0058
CN+uwl 0.460
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
3meses
Araquiddnico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0391 0009
CN+uwl 0.062
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC
6 meses
Araquidénico
CN  CN+wL CN+wC
CN 0028 0370
CN+wl 0170
CN+wC
STZ
STZ+wl
STZ+wC

STz
0.015
0.002
0.041

STz
0.461
0.105
0.081

STz
0.125
0.153
0.307

STz
0.469
0.046
0401

STZ+wl STZ+wC

0001 0005
0000 0012
0229 0006
0007 0429

0.001

STZ+wl STZ+wC

0485 0427
0175 0087
0173 00%
045 039

0.469

STZ+wl STZ+wC

0403 0289
0468  01%
0032 0015
0124 003

0.197

STZ+wl STZ+wC

0324 0066
0081 0116
0500 0288
0361 0112

0.221
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3meses
EPA

CN CN+wL CN+wC

CN 0.156 0.199
CN+wl 0.320
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

6 meses
EPA
CN CN+wL CN+wC

CN 0.360 0.446
CN+wl 0.107
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

3 meses
Behenico

CN  CN+wL CN+wC
CN Noaplica  No aplica
CN+wlL No aplica
CN+wC
STZ
STZ+wL
STZ+wC

6 meses
Behenico

CN CN+wL CN+wC
CN 0.289 0.080
CN+wlL 0.093
CN+wC
STZ
STZ+wlL
STZ+wC

STZ  STZ+wlL STZ+wC
0.007 0.001 0.076
0.059 0.000 0.427
0.014 0.000 0.221

0.000 0.035
0.000
STz STZ+wlL STZ+wC
No aplica 0.000 0.066
No aplica 0.000 0.026
No aplica 0.000 0.066
Noaplica  No aplica
0.009
STz STZ+wlL STZ+wC
Noaplica Noaplica  Noaplica
Noaplica Noaplica  Noaplica
Noaplica Noaplica Noaplica
Noaplica  No aplica
No aplica

STz STZ+wlL STZ+wC
0.010 0.486 0.268
0.058 0.173 0.457
0.004 0.052 0.079

0.000 0.153
0.215

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

CN
CN+wlL
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

CN
CN+wlL
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

CN
CN+wlL
CN+wC

STZ
STZ+wlL
STZ+wC

3meses
EPA

CN CN+wL CN+wC

0.110 0.292
0.055
6 meses
EPA
CN CN+wL CN+uwC
0.183 0.087
0.032
3 meses
Behenico

CN  CN+wL CN+wC
No aplica  No aplica
No aplica

6 meses
Behenico

CN CN+wL CN+wC
Noaplica  No aplica

STZ+wL STZ+wC
0.047 0.107
0.005 0.007
0.051 0.161
0.309 0.148

0.070

STZ
0.058
0.004
0.078

STZ
No aplica
No aplica
No aplica

STZ+wlL STZ+wC
0.005 0.011
0.004 0.008
0.008 0.018

Noaplica  No aplica
0.195

STZ+wL STZ+wC
Noaplica  No aplica
Noaplica  No aplica
Noaplica  No aplica
Noaplica  No aplica

No aplica

STZ
No aplica
No aplica
No aplica

STZ  STZ+wL STZ+wC
Noaplica Noaplica No aplica

0.055 No aplica 0411 0.114

No aplica 0.257 0471
Noaplica  No aplica

0.233
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CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wl
STZ+wC

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wL
STZ+wC

CN
CN+uwl
CN+wC

STZ
STZ+wl
STZ+wC

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wL
STZ+wC

3 meses
2

CN

6 meses
2

CN

3meses
DHA

CN

6 meses
DHA

CN

CN+wL CN+wC

0436

0.388
0.220

CN+wL CN+wC

0.001

0.007
0129

CN+wL CN+wC

0.054

0.129
0.185

CN+wL CN+wC

0.048

0.089
0.334

S1Z
0.166
0.052

0.184

S1Z
0.000

0.000
0.000

S1Z
0117
0.005
0.014

STz
0337
0.054
0.108

0.390
0.240
0457
0122

STZ+uwl

0.074

0.000
0.002
0.007

STZ+uwl

0.321
0.146
0219
0.049

STZ+wL

0.426
0.008
0.018
0212

STZ+wL STZ+wC

0.264
0.103

0.382
0.177
0312

STZ+uwC
0430

0.009
0.036
0.005
0182

STZ+uwC
0.067
0.353
0317
0.003
0.160

STZ+wC
0431
0.023
0.043
0.369
0.291

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wl
STZ+wC

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wl
STZ+wC

CN
CN+uwl
CN+wC

STZ
STZ+wl
STZ+wC

6 meses
DHA

CN
CN+wl
CN+wC

STZ
STZ+wL
STZ+wC

3 meses
2

CN

6 meses
2

CN

3 meses
DHA

CN

CN

CN+wL CN+wC
0.124 0.162
0.475

CN+wL CN+wC
0.049 0.004
0.039

CN+wL CN+wC
0.027 0.002
0.013

CN+wL CN+wC
0.074 0.069
0483

STz
0314
0.102

0111

STz
0.021

0.000
0.000

STz
0.389
0.007
0.000

STZ
0.256
0.054
0.039

0.465
0.015

0.004
0.144

0.168

0.038
0.001
0.000

0.001
0.003
0272
0.000

0.304
0.027
0.017
03711

STZ+wl STZ+wC

0.081
0474
0491
0.059
0.002

STZ+wl STZ+wC

0212

0123
0.009
0.002
0462

STZ+wl STZ+wC

0.003
0.118
0.036
0.000
0.008

STZ+wlL STZ+wC

0.353
0.007
0.003
0.045
0.058

93



3meses
Lignocerico

CN  CN+wL CN+wC

CN 009 0067
CN+wL 0.338
CN+wC

STz
STZ+uwl
STZ+wC

6 meses
Lignocerico
CN  CN+wL CN+wC

CN 0383 0342
CN+wL 0.255
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

STz
0.168
0.264
0153

STz
0133
0117
0.249

STZ+uwl
0.024
0.216
0.393
0.067

STZ+uwl
0.217
0473
0.072
0.019

STZ+uwC
0.245
0183
0.091
0.391
0.029

STZ+wC
0226
0.180
0.367
0.354
0.045

3meses
Lignocérico

CN  CN+wL CN+wC

CN 0.158 0.034
CN+wL 0003
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

6 meses
Lignocérico
CN  CN+wL CN+wC

CN 0.343 0.344
CN+wL 0272
CN+wC

STZ
STZ+uwl
STZ+wC

STz
0.275
0.319
0.017

STz
0.017
0.114
0.025

STZ+wL STZ+wC

0.314
0.320
0.030
0.479

0.343
0.280
0.028
0429
0.455

STZ+wL STZ+wC

0.299
0.193
0.492
0.003

0.078
0.089
0.104
0.002
0.079
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11.2 Curva de Tolerancia a la glucosa

En la siguiente figura se muestran los resultados obtenidos de la Curva de Tolerancia a la glucosa que se les
realiz6 a las ratas normoglicémicas (control) como a las inducidas a diabetes (STZ) cuando estos tenian

aproximadamente 4 meses de edad con la finalidad de observar el control de la glicemia entre ambos grupos.

—4— Gpo 5TZ
—0— Grupo Control

0 2 40 0 80 0 20 40 0 80 0 i 4 Gl 8 10
Tiempo (minuos) Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 12. Curva de Tolerancia a la Glucosa de ratas normoglicémicas (Control, a) e inducidas a diabetes
(STZ,,b) y comparacion entre ambos grupos (c) a los 4 meses de edad.
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