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RESUMEN

El estilo de vida moderno, junto con la disponibilidad de alimentos industrializados,
ha propiciado el incremento notable de las tasas de sobrepeso y obesidad
registradas en todos los grupos de edad, asi como el aumento de la morbilidad y
la mortalidad por enfermedades crénico degenerativas. Dentro de estas patologias
se encuentra la Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), sindrome caracterizado por la
pérdida progresiva de la accion de la insulina derivada de la resistencia a la misma
lo que resulta en wuna condicion de hiperglicemia cronica. Diferentes
investigaciones sefalan que hay una interaccion significativa entre las alteraciones
de las membranas y el desarrollo de esta patologia. Los acidos grasos w3 de
cadena larga eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) han sido
utilizados en las ultimas décadas como una opcion complementaria en el
tratamiento de DM2. Sin embargo, cabe destacar que también existen &cidos
grasos w3 de cadena corta como el &cido alfa linolénico (ALA, precursor de EPA y
DHA) los cuales no han sido estudiados con tanta profundidad y que
probablemente podrian tener efectos similares en el control de la glicemia.
También hay que resaltar que se tiene poca evidencia de los efectos que tienen
tanto en la funcién celular como en la salud de los individuos que no padecen
algun desorden metabdlico. Por lo anteriormente mencionado el objetivo general
fue determinar el efecto de los acidos grasos Omega-3 de cadena corta (ALA) y
larga (EPA y DHA) sobre las propiedades fisicoquimicas de membranas de
mitocondrias de higado de ratas Wistar y su repercusion en la actividad
mitocondrial durante el desarrollo incipiente de la diabetes. Para la realizacion del
estudio se utilizaron 70 ratas wistar macho de 48 horas de nacidas, de los cuales
35 fueron inducidos a un modelo de diabetes tipo 2 mediante una inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina 130 mg/kg de peso corporal, en un volumen de
50 pL de amortiguador de citratos a pH de 4.6 y a 35 (animales del grupo control)
se les administré Unicamente el amortiguador de citratos via intraperitoneal. Cada
grupo se dividio en tres tratamientos de la siguiente manera: animales no

suplementados (CN o STZ), animales con suplemento de &cidos grasos omega-3
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de cadena larga (W3L) y animales con suplemento de acidos grasos de cadena
corta (W3C). Se realizaron sacrificios a 1, 3 y 6 meses de edad. De todos los
animales se obtuvieron mitocondrias y tejido hepatico. La composicién de &cidos
grasos se obtuvo por cromatografia de gases, el analisis estadistico se realiz6
mediante el calculo de las medidas de tendencia central. Asi mismo, se realizo un
analisis inferencial mediante el uso de ANOVA de dos vias con prueba de Tukey
con el programa Graphpad Prism 8. La hiperglicemia generada fue muy ligera,
simulando las etapas iniciales del desarrollo de la diabetes; se observé alteracion
en el control de la glicemia y se generd una tendencia a una menor ganancia de
peso corporal. El suministro de los acidos grasos omega 3, tanto de cadena larga
como de cadena corta, ayud6 parcialmente a contrarrestar esta condicién. En
mitocondrias hepaticas, el modelo de hiperglicemia ligera altera las velocidades de
respiracion, aunque el control respiratorio de las mitocondrias de higado, aunque
no es diferente del control, tiende a disminuir, tanto por la induccién a diabetes
como por el suministro de acidos grasos omega 3, excepto en ratas control con
acidos grasos omega 3 de cadena corta. El andlisis de cromatografia de gases no
mostré cambios drasticos en la composicién de acidos grasos, sin embargo, si se
observaron diferencias en algunos acidos grasos particulares. El porcentaje de
acido esteérico es mayor en las mitocondrias que en el tejido. Por el contrario, el
oleico, es mayor en el tejido que en las mitocondrias. En conclusién, se puede
afirmar que aun cuando el desarrollo de la diabetes no es evidente, se estan
generando alteraciones tanto en la bioenergética mitocondrial como en el
metabolismo de lipidos en el higado; ademés, el tiempo de exposicion a la
hiperglicemia parece jugar un papel importante en el desarrollo de la patologia.
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1 INTRODUCCION

Todos los seres vivos requieren de nutrientes con el fin de obtener energia,
regular procesos metabdlicos y agregar moléculas a su estructura para asi
continuar su ciclo de vida. Las fuentes nutrimentales son mdiltiples y variadas
desde los carbohidratos, proteinas y lipidos seguidos por subproductos de estas

mismas biomoléculas (Voet y Voet, 2006).

La mayor disponibilidad de alimentos industrializados, ricos en azlcares y grasas
es un patrén conocido como “dieta occidental” (Popkin, 1993) que se ha asociado
al incremento notable de las tasas de sobrepeso y obesidad registradas en todos
los grupos de edad asi como el aumento de morbilidad y mortalidad por
enfermedades cronico degenerativas (Gracia, 2007). Dentro de estas patologias
podemos encontrar a la Diabetes mellitus cuya prevalencia e incidencia en México

es cada vez mayor (Andrade, 2002).

1.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un sindrome en el cual se involucran varios procesos
patogénicos que van desde la destruccion autoinmune de las células
pancreaticas con la consiguiente deficiencia de insulina, hasta anomalias que
resultan en resistencia a la accion de la insulina (Pérez-Hernandez, 2011). La DM
se caracteriza por un aumento en la concentracién de glucosa sanguinea de los
organismos que la padecen (hiperglicemia) que puede acompafarse con la
alteracion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (American
Diabetes Association, 2014).
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La insulina es una hormona peptidica sintetizada por las células [ pancreaticas
(McKee, 2014) que se encarga de la homeostasis de la glucosa en sangre;
ademas, participa en la regulacion del metabolismo de lipidos, proteinas y
carbohidratos, por ejemplo, estimulando la produccién de acidos grasos en el
higado como respuesta a una mayor produccion de piruvato y NADPH,
favoreciendo la captacion de aminoacidos a nivel muscular y promoviendo la
sintesis y almacenamiento del glucégeno (Alexsanderson, 2009). Asi, podemos
entender que las anomalias en la sintesis y accion de la insulina generadas
durante el desarrollo de la DM desencadenan una serie de fallos metabdlicos que

se ven reflejados a nivel de érganos y a nivel celular.

Existen diferentes tipos de diabetes, Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) que se da
como resultado de la destruccion autoinmune de las células [ pancreaticas y
conlleva a una deficiencia absoluta de insulina. Diabetes gestacional caracterizada
por la presencia de cualquier grado de intolerancia a la glucosa durante el
embarazo y finalmente, Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en donde existe pérdida
progresiva de la accién de la insulina derivada de la resistencia a la misma (ADA,
2015).

La DM2 es la forma mas frecuente de diabetes, se caracteriza por trastornos de la
accion (resistencia a la insulina) y/o de la secrecion de insulina y corresponde al
90% de los pacientes diabéticos. Se sabe que los factores genéticos y
ambientales influyen en el establecimiento de dicha patologia, sin embargo, los
mecanismos por los que se desarrolla aun no se han descifrado en su totalidad
(Malecki, 2005, Dey y Swaminathan 2010, Flachs et al., 2014).

La resistencia a la insulina se desarrolla por el déficit en la unién de dicha
hormona a sus receptores, asi como por la insensibilizacion de dichos receptores.
El sobrepeso y la obesidad son los factores de mayor riesgo para el desarrollo de
la resistencia a la insulina (Bailey, 2007). La hiperglucemia es la caracteristica
bioguimica fundamental de la DM2, causando estrés oxidativo (Brownlee, 2005).
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1.2 Higado

El higado es el érgano mas grande en humanos, ocupa aproximadamente de 2 a
3% del peso total del cuerpo (Abdel-Misih y Bloomston, 2010). Es uno de los
organos méas complejos del organismo y de acuerdo a Hall (2016) desempefia

diferentes funciones dentro del mismo como son:

- Almacenamiento: Glucogeno, vitaminas (A, B12, D, E y K) y minerales (hierro y

cobre).

- Metabolismo de hidratos de carbono: El higado puede sintetizar glucosa (GLC) a
partir de fructosa, galactosa, ciertos aminoacidos y acido lactico o liberar GLC por

la ruptura de glucégeno

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

albimina.

- Metabolismo de lipidos: Almacenamiento y degradacion de triglicéridos (TG)
para sintetizar ATP, sintetizan lipoproteinas para el transporte de acidos grasos

(AG), y colesterol para otras células del organismo.

De igual forma el higado regula la salida de glucosa (GLC) al torrente sanguineo
por medio de un ciclo dindmico entre el higado y las células beta del pancreas
(Matthews, 2010). La insulina (secretada por las células beta del pancreas) regula
la secrecién de GLC por parte del higado al torrente sanguineo y estimula la
absorcion de GLC por musculo, tejido adiposo y el mismo higado, resultando en
una baja en la glucemia. La hipoglucemia nuevamente estimula al higado a
producir GLC por medio de la glucogendlisis y gluconeogénesis y la libera al
torrente sanguineo, regulando asi las concentraciones de GLC (Wasserman,
2008).
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Durante el desarrollo de DM2 los efectos de la hiperglicemia cronica
desencadenan un estado de glucotoxicidad que puede afectar al higado (Rull et
al., 2009), diferentes autores indican que existen mecanismos y modificaciones de
la célula relacionadas con el establecimiento de la DM2, incluyendo alteraciones
en la composicion de los acidos grasos de las membranas celulares y
mitocondriales (Waczulikova 2007, Pérez-Hernandez et al., 2010, Figueroa-Garcia
et al., 2015).

1.3 Membranas

Como se mencioné anteriormente la glucotoxicidad desencadenada por DM2
puede dafar diversas estructuras celulares entre las que se encuentran las

membranas.

Pilon (2016) afirma que las membranas de distintas células tienden a ser mas
rigidas o menos fluidas con el desarrollo de DM2. La fluidez de estas membranas
depende en gran medida del porcentaje de acidos grasos insaturados y saturados
presentes en los fosfolipidos que las conforman (Mckee y Mckee, 2014) y con la
alteracion de dicha fluidez se pueden ver afectados algunos procesos de

transporte, asi como la actividad de ciertas enzimas (Bloom et al., 1991).

1.4 Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos celulares que basicamente se encuentran
formados por membranas, en ellas tienen lugar diferentes procesos metabdlicos.
El mejor conocido es la fosforilacion oxidativa, proceso mediante el cual se
produce ATP. Otras vias, como la beta-oxidacion, el ciclo del acido tricarboxilico,
el metabolismo de algunos aminoacidos y la sintesis del grupo hemo también se

llevan a cabo en las mitocondrias. Por lo tanto, se podria decir que las
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mitocondrias funcionan como reguladores metabdlicos (Picard et al., 2016). La
fosforilacion oxidativa es dependiente del flujo de electrones que tiene lugar en
cuatro complejos proteicos que se encuentran embebidos en la membrana
mitocondrial interna, que en su conjunto se denomina cadena respiratoria o
cadena de transporte de electrones (Stryer et al., 2013). Por su parte la cadena
respiratoria es un complejo sistema de cuatro enzimas (I-1V) que produce un
gradiente electroquimico utilizado para la sintesis de ATP por la ATP sintasa
(complejo V). Todo el proceso integra la fosforilacion oxidativa y se encuentra en
las crestas mitocondriales. Cualquier falla de fosforilacion oxidativa promueve una
menor disponibilidad de ATP y desequilibrio energético. La mitocondria posee un
sistema de doble membrana, una externa y una interna, que separan tres espacios
bien definidos, un espacio externo que no forma parte del organelo, denominado
citosol, el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. Las membranas
mitocondriales se caracterizan por presentar bajas concentraciones de ciertos
lipidos, tales como el acido fosfatidico, las esfingomielinas y los glicolipidos
caracteristicos de las membranas de las células eucariotas. La membrana externa
presenta un bajo porcentaje de colesterol entre el 7- 11% en comparaciéon con la
membrana de algunas células que pueden llegar a presentar entre el 25-34%
(Lodish 2006). Al igual que las membranas plasméticas, las mitocondriales poseen
una asimetria en la distribucién de los lipidos, de modo que una alteracién en esta

distribucion tiene consecuencias en su funcion (Geydan, 2006).

La membrana interna de la mitocondria difiere en su organizacion ya que posee
80% de proteinas y 20% de lipidos. Ademas, se caracteriza por formar repliegues
que se denominan crestas y que incrementan el area total de la superficie interna.
Estas crestas aparecen como estructuras lamelares o tubulares, cuyo numero esta
relacionado con las demandas energéticas de la célula (Lodish, 2006). La
membrana interna es impermeable a muchos solutos; todo paso a través de ella
se realiza gracias a proteinas transportadoras, que en sSu mayoria son
hidrofébicas. También tiene un bajo contenido de colesterol y un alto contenido de
cardiolipina (difosfatidil glicerol), lo cual permite que los lipidos que se encuentran

en el citosol y sirven para llevar a cabo la (-oxidaciébn entren a la matriz
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mitocondrial (Lehninger y Cox, 2002). La matriz mitocondrial es el compartimento
interno de la mitocondria que presenta una sustancia tipo gel, que alberga altas
concentraciones de enzimas solubles del metabolismo oxidativo, la matriz también
contiene la maquinaria genética mitocondrial, que soélo expresa unas pocas

proteinas de la membrana mitocondrial interna (Voet, 2006).

Las mitocondrias representan un blanco importante para la intervencion
terapéutica aun cuando el dafio al organulo no es el evento patologico inicial
(Murphy, 2009).

1.5 Tratamiento para el control de la diabetes

El tratamiento de la DM2 es muy complejo, en general los farmacos utilizados en
el tratamiento de la DM2 tienen un efecto hipoglucemiante (Acaso 2014). Existen,
basicamente, dos grupos principales de farmacos para el tratamiento de la
hiperglicemia (Tabla 1) aquellos que mejoran la sensibilizacion de la insulina sin
elevar la secrecion de la misma, llamados sensibilizadores y aquellos que
aumentan la concentracion de insulina circulante los secretagogos, que estimulan

la secrecion por el pancreas (Almeida et al., 2009).

Sin embargo, en las Ultimas décadas ha surgido interés por la utilizacién de
tratamientos alternativos, entre los que se encuentra el uso de acidos grasos
omega 3, 6 y 9 a los cuales se les han atribuido bondades tanto terapéuticas como
nutricionales (Romero-Marquez, 2011). Se sabe que estas moléculas ademas de
ser constituyentes esenciales de las membranas biolégicas también desempefian

funciones importantes en diversos tejidos (Voet y Voet, 2006).
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Tabla 1 Hipoglucemiantes Orales (Tomado de Almeida et al., 2009).

Principio Activo

Clorpropamida
Glibenclamida
Sulfas Glimepirida
Glipizida

Gliciazida

Secretadgogos

Repaglinida
Glinidas
Nateglinida

Biguanida Metformina

Roziglitazona
Glitazonas
Pioglitazona

Sensibilizadores

1.5 Importancia de los acidos grasos

Los acidos grasos son acidos carboxilicos con grupos laterales hidrocarbonados
de cadena larga que rara vez se encuentran libres en la naturaleza ( Voet y Voet,
2006). Estos acidos grasos pueden ser clasificados segun la longitud de su
cadena y/o su grado de insaturacion, ya sea como acidos grasos de cadena corta
y larga 0 como &cidos grasos insaturados y saturados (Stryer et al., 2013).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) tienen funciones heterogéneas y de gran
importancia en mamiferos (Figura 1). Son componentes estructurales de las
membranas celulares, por lo tanto regulan diversas propiedades fisicas y quimicas
de las mismas. En ese sentido se ha reportado que un incremento de AGPI en las
membranas aumenta la fluidez mientras que los acidos grasos saturados tienen el
efecto contrario, es decir, generan una mayor rigidez a la membrana (Jump 2002;
Leonard et al., 2004).
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Regulacién de la
fluidez y

permeabilidad
Membranal

Influencia sobre la
funcion de

Componentes
estructurales de
las membranas
bioldgicas

receptores y enzimas
asociadas

Reguladores

dela
expresion Metabolismo
genética energético
(Beta
oxidacion)

Segundos Mensajeros

mensajeros directos

Figura 1 Funciones de los 4cidos grasos poliinsaturados

El aumento en la fluidez membranal puede influir en la funcion y actividad de
receptores y enzimas asociadas a las membranas celulares (Leonard et al., 2004).
Asimismo, se ha reportado que el incremento en la fluidez membranal esta
asociado con un aumento de la afinidad de la insulina a sus receptores y en el

aumento en el nimero de éstos sobre la superficie celular (Risérus, 2008).

Existen estudios que muestran los efectos del desarrollo de DM2 sobre las
membranas biolégicas en diferentes 6rganos. Pilon (2016) sugiere que con el

desarrollo de DM2 las membranas de distintas células tienden a ser mas rigidas.
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Al analizar la fluidez en membranas de eritrocitos de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) con diabetes a diferentes edades (1, 3 y 6 meses de edad),
desde el primer mes de edad, los animales diabéticos muestran una disminucion
de la fluidez membranal con respecto al grupo control. La composicion de acidos
grasos muestra incremento de los acidos grasos saturados, lo que se reflejo en un
decremento en el cociente de insaturacion (I/S). Estos resultados indican que
cambios en la composicion de acidos grasos contribuyen significativamente en la

disminucién de la fluidez membranal (Pérez-Hernandez et al., 2010).

En otro 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 de ratas con DM2 durante la etapa inicial de esta

patologia.

De forma similar Figueroa y colaboradores (2015) reportan que incluso una
hiperglicemia ligera cronica genera un incremento de la lipoperoxidacion, asi como
un aumento de la fluidez de la membrana mitocondrial placentaria aparentemente
derivada de cambios en la composicién de acidos grasos y, en consecuencia, mal

funcionamiento mitocondrial.

El estudio realizado en colaboracién con el presente trabajo (Avendafio-Brisefio,
2019) muestra que la hiperglicemia ligera tiene repercusiones en ciertos
parametros fisiol6gicos de las ratas, por otra parte la suplementacion con acidos
grasos omega 3 de cadena larga (w3-L) ayudaron a la regulacion parcial del
control de la glicemia de los animales inducidos a DM2. Sin embargo la
administracion de acidos grasos omega 3 de cadena corta (w3-C) y larga no
mostro efecto sobre el indice de fluidez membranal de tejido y mitocondrias de

cerebro, pero si se generaron cambios particulares en ciertos acidos grasos.

Los datos anteriores sugieren que la fluidez membranal y las funciones asociadas
a esta no tienen un comportamiento Unico y en realidad dependen de muchos

factores como el estado fisiologico, edad nutricion entre otros.
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2 JUSTIFICACION

Los acidos grasos w3 de cadena larga EPA y DHA han sido utilizados en las
Gltimas décadas no sélo como suplementos alimenticios sino también como una
opciébn complementaria en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Sin
embargo cabe destacar que EPA y DHA no son los unicos acidos grasos w3 que
existen, también se encuentran los acidos grasos w3 de cadena corta como ALA
(precursor de EPA y DHA) los cuales no han sido estudiados con tanta
profundidad y que probablemente podrian tener efectos similares en el control de
la glicemia atenuando asi los cambios estructurales provocados por el desarrollo
temprano de la DM2. También hay que resaltar que se tiene poca evidencia de
los efectos que tienen tanto en la funcion celular como en la salud de los
individuos que no padecen algin desorden metabdlico. Por lo que el presente
estudio pretende estudiar los cambios a nivel membranal de mitocondrias y tejido
hepético en individuos normoglicémicos e hiperglicémicos que han sido tratados

con acidos grasos w3 tanto de cadena corta como de cadena larga.

3 HIPOTESIS

Los acidos grasos w3 de cadena corta y larga tendran un efecto positivo en el
control de la glicemia ayudando asi a controlar parcialmente los cambios que
desencadena el desarrollo de DM2, sin embargo este efecto sera contrario en

organismos normoglicémicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

El objetivo general del presente estudio fue determinar el efecto de los acidos
grasos Omega-3 de cadena corta (ALA) y larga (EPA y DHA) sobre las
propiedades fisicoquimicas de membranas de mitocondrias de higado de ratas
Wistar y su repercusion en la actividad mitocondrial durante el desarrollo incipiente

de la diabetes.

4.2 Objetivos particulares:

-Analizar el efecto de los &cidos grasos omega 3 de cadena corta y larga sobre la
glicemia y el peso de los animales

-Analizar la composicion de acidos grasos del higado
-Analizar la composicion de acidos grasos de mitocondrias
-Analizar la respiracion mitocondrial

-Comparar las velocidades de consumo de oxigeno en los estados 3 y 4
mitocondriales

23
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos
Los reactivos utilizados en este trabajo en su mayoria fueron grado reactivo de la

marca Merck, sin embargo para la parte de cromatografia de gases, los solventes
fueron grado HPLC. El trifluoruro de boro al 14% en metanol, la estreptozotocina y
los estandares de metil ésteres de acidos grasos, fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich de México. El agua utilizada en todos los procedimientos experimentales

fue bidestilada.

5.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 10 ratas Wistar hembra de 4 meses de edad, con un peso promedio
de 250 g, albergadas en forma individual en jaulas de polisulfonato, en
condiciones de bioterio: temperatura de 22 °C, humedad de 54 %, un sistema de
luz/obscuridad de 12 horas y con suministro de agua y alimento ((Labdiet 5008,
Pet-Food ©) ad libitum. Se realiz6 frotis vaginal a los animales para diagnosticar el
estro, aquellas que resultaron positivas se pusieron con machos sanos de la
misma estirpe toda la noche para su apareo. Durante la mafiana se realizd
diagnéstico de apareo mediante frotis vaginal. La hembras positivas a apareo se
albergaron de forma individual, a los 12 dias pos-coito se confirmé la gestacion
mediante palpacién abdominal (gravidez de los cuernos uterinos). Las hembras
positivas a gestacion fueron mantenidas en forma individual y monitoreadas hasta
el parto, momento en el cual se seleccionaron los machos formando pares por
camada para obtener un animal control y un tratado de la misma madre. Las
hembras fueron eliminadas de las camadas. Los animales de cada grupo fueron
elegidos en un sistema completamente aleatorizado para formar dos grupos de 35

individuos cada uno.
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5.3 Induccion de diabetes mellitus tipo 2

Para la realizaciéon del estudio se utilizaron 70 machos, de los cuales 35 (animales
del grupo diabético) fueron inducidos a un modelo de diabetes tipo 2 mediante la
administracion intraperitoneal de una dosis de 130 mg/kg de peso de
estreptozotocina, en un volumen de 50 pL de amortiguador de citratos a pH de 4.6,
entre las 48 y 72 horas de vida y a 35 (animales del grupo control) se les

administré Unicamente el amortiguador de citratos via intraperitoneal.

Los animales se mantuvieron con la madre hasta el destete (cuatro semanas de
edad) y posteriormente se albergaron en grupos de 3 animales, en cajas de
polisulfonato y fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas obscuridad a 22 °C; con
alimento (Labdiet 5011 Pet-Food ©) y agua ad libitum.

5.4 Disefio del experimento

Se formaron dos grupos de 35 animales cada uno; grupo control o animales no
inducidos (CN) y grupo diabético o animales inducidos (STZ). Cada grupo se
dividié en tres tratamientos (con 5 animales cada uno) de la siguiente manera:
animales no suplementados (CN o STZ), animales con suplemento de acidos
grasos omega-3 de cadena larga (W3L) y animales con suplemento de acidos
grasos de cadena corta (W3C). Se realizaron sacrificios a 1, 3 y 6 meses de edad
(Figura 2).
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Ratas Wistar Macho

A
| |

Grupo control Grupo
(CN) inducido (5TZ)
{ Sinw3 w3-C  w3-L \ { Sinw3 w3-C  w3-L \
| sdiasalasemana | | sdiasalasemana |

1,3y 6 meses de edad

Figura 2 Esquema de tratamientos

5.5 Administracion de acidos grasos omega 3

Los &cidos grasos omega 3 fueron suplementados a dosis de 200 mg/kg de peso,
via oral, iniciando el tratamiento a los 30 dias de edad. El esquema que se utilizd
fue 5 dias por semana, con una n de 5 animales por tratamiento. La duracién de
los tratamientos fue de 1, 3 6 6 meses. Se utilizé como fuente de acidos grasos:
aceite de salmon para el tratamiento w3-L y aceite de linaza para el tratamiento
w3-C.

5.6 Cuantificacion de los parametros fisiologicos: peso y glucosa
sanguinea

La determinacion de la concentracion de glucosa en sangre (tiras reactivas para
glucosa y equipo Accu-Chek Active® de Roche) y peso (bascula digital Original

Kaiser) una vez por semana a partir de la cuarta semana y hasta las 24 semanas
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de edad. Para la realizacion de las pruebas se mantuvo a los animales en ayuno

durante 4 horas y las mediciones se realizaron a las 12:00 AM.

5.7 Obtencion de las muestras

Concluido el tiempo de tratamiento los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/Kg de peso corporal, via intraperitoneal.
Los animales se sacrificaron por exsanguinacion. Se realizd una incision profunda
en linea media abdominal, se extrajo el higado completo y se coloc6 en solucion
salina fisiolégica para su lavado.

5.8 Metodologia para aislamiento de mitocondrias de tejido hepatico

Con un homogenizador de vidrio tipo Potter Elvehjem se homogenizé el tejido
hepético en medio H (10 mL por gramo de tejido), el cual contiene 0.07 M de
sacarosa, 0.21 M de manitol, 20 mM de HEPES, albumina bovina libre de acidos
grasos al 0.05 %, con un pH final de 7.4. Todo el procedimiento se llevo a cabo en
hielo. La obtenciébn de las mitocondrias se hizo mediante la centrifugaciéon
diferencial del homogenado en una centrifuga Sorvall ST-16R con refrigeracion y
rotor Fiberlite F15-6x100y de Thermo Scientific. El esquema de centrifugaciones
fue el siguiente: 10 min a 2,500 rpm y se colect6 el sobrenadante; 10 min a 7,500
rpm y se colectd la pastilla, la cual se incubé por 30 min en medio H con BSA
0.5%. Se resuspendio la pastilla en medio H y finalmente se centrifugé a 9,000
rpm por 10 min y se colectd la pastilla en medio H. Se cuantifico la proteina por el
método de Bradford (1976).
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5.9 Control Respiratorio

La respiracion mitocondrial fue evaluada con la medicién de consumo de oxigeno.
Para ello se utilizé un electrodo de Clark, acoplado a una camara de incubacion
de 1.5 mL que contenia medio de respiracion (Succinato 10mM, Sacarosa 250mM,
MgCl2 10mM, H3PO4 10mM, EGTA 1.1mM y Albumina bovina al 0.1% a pH 7.4) y
cerrada con tapon de vidrio esmerilado. La temperatura de la reacciéon se mantuvo
constante a 37°C mediante un bafio de recirculacion termostatizado conectado a

la camara de reaccion.

La respiracion mitocondrial se evalud en los estados 3 (alto contenido de ADP y
sustrato) y 4 (bajo contenido de ADP y alto de sustrato) para calcular el control

respiratorio (Velocidad en estado 3/estado 4).

5.10 Obtencion de metil-esteres

La obtencién de metil ésteres se realizo por el método de Morrison y Smith (1964)
con ligeras modificaciones utilizando la fraccion mitocondrial completa o el
homogenado de tejido. Se utilizaron 50 pl de la fraccibn mitocondrial (o tejido),
adicionando 1ml de trifloruro de boro, posteriormente se pusieron en atmésfera de
nitrdgeno y se colocaron a bafio maria a punto de ebullicion (92°C) por 30
minutos. Después de la transesterificacion se adicionaron 2ml de hexano y 1 de
agua a cada muestra, se homogenizaron y se centrifugaron a 1000rpm durante 5
minutos; se recuperd la fase hexanica con pipetas Pasteur con bulbo y se trasfirid
a otro recipiente, se evapord el hexano con nitrdgeno gaseoso y finalmente se

almacenaron a -20°C protegidos de la luz con papel aluminio.
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5.11 Analisis por cromatografia de gases

Los reactivos y solventes utilizados para este analisis fueron grado HPLC. Se
resuspendieron los metil ésteres de acidos grasos con 100 ul de hexano HPLC y
se inyect6 4ul en el cromatografo de gases Clarus 500 de Perkin EImer controlado
por computadora, equipado con detector de ionizaciéon de flama (FID) y una
columna capilar omegawax marca Supelco de 30 m de largo, 0.25 mm de
diametro interno y grosor de 0.25mm. La flama se mantuvo encendida con una
mezcla de hidrégeno y aire; como gas de arrastre se utilizdé nitrégeno de alta
pureza, con un flujo de 14 mL/min. El programa utilizado fue disefiado de la
siguiente forma: inicio a 180° C por 5 min, con una rampa de 5°C/min hasta 240°C
temperatura a la que es mantenido durante 18 minutos mas, para un tiempo total
de 35 min. La identidad de los acidos grasos se obtuvo por comparacién de los
tiempos de retencion con metil ésteres estdndares. Para la cuantificacion de
acidos grasos se hizo una integracion del area bajo la curva de cada uno de los

picos detectados.

5.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd6 mediante el calculo de las medidas de tendencia
central: promedio y desviacion estandar de los datos obtenidos. Asi mismo se
realiz6 un analisis inferencial mediante el uso de ANOVA de dos vias con prueba

de Tukey con el programa Graphpad Prism 8.
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6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal y glucosa sanguinea

Los resultados de este trabajo son parte de un proyecto de investigacion que
incluyé el analisis del efecto que los acidos grasos omega 3 de cadena corta (ALA)
y de cadena larga (EPA y DHA), tuvieron sobre el desarrollo de una hiperglicemia
ligera. Asimismo, estaba en el interés de esta investigacion analizar el efecto que
estos acidos grasos omega 3 tuvieron sobre la composicion de acidos grasos del
higado (esta Tesis) y de cerebro (Avendafio-Brisefio 2019, Tesis de Licenciatura),
asi como sobre la composicion de acidos grasos de las membranas
mitocondriales de dichos 6rganos y la respiracion mitocondrial. Asi, aunque las
curvas de crecimiento y las glicemias ya han sido expuestas en otra tesis
(Avendano-Brisefio 2019), al ser parte de este trabajo y para una mejor
comprension de los resultados aqui obtenidos, se presentaran graficas de dichos

datos para que el trabajo sea comprensible para el lector.

Del lado izquierdo de la figura 3 se presentan las curvas de ganancia de peso de
los grupos control y del lado derecho las curvas de ganancia de peso de los
grupos inducidos a diabetes mediante STZ. Como se puede observar en la figura
3 el peso corporal promedio del grupo control sin tratamiento fue de 511 + 62 g a
los seis meses de edad siendo este mayor a todos los grupos. El grupo STZ sin
tratamiento presenté menor ganancia de peso (454 + 66 g) hasta el momento del
sacrificio, lo cual significa que es 11.1% menor que el grupo control. Esto indica
gue aunque la induccién a diabetes no muestre claros sintomas, es suficiente para
generar una menor ganancia de peso. Cuando se dio el suplemento con &cidos
grasos w3-L el peso final de los animales fue 6.3% menor que el grupo control y
con los 4cidos grasos w3-C fue de 9.6% menor que el grupo control.

Con respecto a los grupos control tratados con acidos grasos podemos observar

que tanto el grupo CN w3-L y CN w3-C tuvieron una menor ganancia de peso
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promedio con respecto al control, sobre todo el grupo CN w3-L en el cual su peso

promedio fue de 426 + 44 g.

En el caso de los grupos STZ que recibieron el tratamiento con acidos grasos se
observa que ambos grupos muestran una ligera ganancia de peso con respecto al
grupo STZ, especialmente el grupo STZ w3-L (479 £ 45.6 g).

CN STZ

[ritlf

w3-L w3-C w3-L

D IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII:IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

123456 123456 123456 ° 123456 123456 123456

Edad (meses)

600 -

500

400

Peso (g)

300

200

100

Figura 3. Peso corporal de los grupos de ratas Wistar normoglicémicas (CN), inducidas a diabetes (STZ) y sus respectivos
grupos tratados con acidos grasos omega 3 de cadena larga (w3-L) (EPA y DHA) o con acidos grasos omega 3 de cadena
corta (w3-C) (a-Linolénico) durante los 6 meses de vida.

En la figura 4 se muestran las glicemias promedio de todos los grupos
experimentales. Este parametro fisiologico se midié cada mes desde el momento
del destete de los animales (1 mes de edad) y hasta el momento del sacrificio (6
meses de edad). En la grafica se presentan los grupos CN (izquierda) y los grupos
inducidos a DM2 (STZ) (derecha), ambas partes de la grafica incluyen a los

. - . L . 31
respectivos grupos con la administracion de acidos grasos omega 3.
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En general se observa que las concentraciones promedio de glucosa sanguinea
de los grupos CN con y sin tratamiento se mantienen en un intervalo de 80-110
mg/dL durante todo el tiempo experimental lo cual no refleja alteracién aparente en

este parametro con la administracion de los acidos grasos.

En el caso de los grupos STZ se observa que la glicemia al primer mes de edad es
mayor con relacion a los grupos CN, lo que en principio refleja la induccion de los
animales neonatos. La dispersion de los datos refleja el comportamiento “normal”

de organismos que padecen DM2

En el grupo STZ sin tratamiento se puede apreciar que a medida que pasa el
tiempo, la glicemia de este grupo disminuye aparentemente adoptando un
comportamiento “normal” ya que si se compara con el grupo control parece no
haber diferencia entre ambos grupos, principalmente en los dos ultimos meses de

vida.

La administracion de &cidos grasos w3-L 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 promedio

aparentemente “normales” hasta el momento del sacrificio.

Por su parte la administracion de los acidos grasos w3-C también parece
participar en el control de la glicemia, en la gréfica se puede apreciar una
tendencia a disminuir las concentraciones de glucosa sanguinea en los primeros 4
meses de vida después del tratamiento, sin embargo, la ultima mediciébn no

permite aceptar por completo esta aseveracion.

| Maria Fernanda Campos Guzmdn

32



Glicemia (mg/dL)

200.00 CN

150.00

STZ

50.00 A
w3-L w3-C w3-L w3-C
0.00 rrrrrrrrrrrrrrrrTrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrroeig

123456 123456 123456 123456 123456 123456

Edad (meses)

Figura 4. Concentracion de glucosa sanguinea de ratas Wistar normoglicémicas (CN), inducidas a diabetes (STZ) y sus
respectivos grupos tratados con acidos grasos omega 3 de cadena larga (w3-L) o de cadena corta (w3-C) a partir de un mes de
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6.2 Cambios metabdlicos de ratas CN y STZ a un mes de edad

6.2.1 Composicion de acidos grasos de tejido y mitocondrias de higado

Hasta el primer mes de edad, las ratas no recibieron ningin suplemento
alimenticio por lo que las proporciones de AG que se muestran a continuacion

provienen de sintesis enddgena y su alimentacion (leche materna y alimento

s6lido).

En la tabla 2 se puede observar la composicion de acidos grasos de mitocondrias
y tejido hepatico del grupo CN y STZ a un mes de edad. En mitocondrias la
composicién de &cidos grasos no muestra diferencias significativas. Por otro parte,

la composicion del tejido sélo muestra diferencia en el acido oleico el cual es

aproximadamente 1.78 veces mayor con respecto a su control.

Tabla 2. Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias (izquierda) y tejido hepatico (derecha) de ratas CN y

STZ a un mes de edad.

AG Mitocondrias Tejido
CN STZ CN STZ
Miristico 0.40 +0.21 0.30 +0.03 0.50 +0.11 0.50 +0.18
Miristoleico ND ND ND ND ND ND ND ND
Pentadecanoico 0.38 +0.26 0.32 +0.14 0.45 +0.15 0.56 +0.16
Palmitico 15.81 16.66 17.10 +1.21 19.08 +4.82 20.90 +4.464
Palmitoleico 1.01 +0.92 0.29 +0.25 0.79 +0.73 0.40 +0.24
Heptadecanoico 0.85 +0.39 0.56 +0.06 0.74 +0.23 0.52 +0.16
Estearico 19.47 +3.70 17.93 +3.49 19.32 +5.22 17.48 +3.94
Oleico 9.88 +3.04 14.69 +4.78 11.67 +5.24 **20.86 +14.87
Linoleico 16.85 +£2.64 15.11 +2.40 14.49 +4.87 16.79 +3.79
Gamma-linolénico 0.16 +0.08 0.59 +0.46 0.32 +0.29 0.20 +0.04
Linolenico 0.13 +0.03 ND ND 0.42 +0.10 0.26 +0.10
Araquidico 0.00 ND ND ND 0.45 +0.28 0.03 ND
Eicosanoico 2.86 +3.66 ND ND 0.19 ND 0.18 ND
Araquidonico 18.11 +2.96 16.05 +0.67 14.36 +1.90 12.28 +5.53
EPA 131 +0.79 212 +1.68 271 +1.95 0.85 +0.81
Behenico 0.20 +0.002 ND ND 0.21 +0.18 ND ND
Erucico ND ND ND ND ND ND 0.01 ND
DHA 11.04 +£0.78 9.97 +1.21 8.79 +1.96 6.58 +2.16
Lignocerico 0.79 +0.50 0.24 +0.16 0.52 + 0.56 0.76 +0.52
NI 2.66 +1.47 2.99 +3.68 6.85 +9.84 1.34 +1.37
Cociente /S 1.43 +0.43 1.61 +0.55 1.3 +0.34 1.42 +0.95

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; ND, No detectados; 1/S,

insaturados sobre saturados. (**p <0.01)
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Por otra parte, el cociente de acidos grasos insaturados sobre saturados (I/S) se
utilizé como un indice de fluidez. En la figura 5 se muestra el indice de fluidez de
mitocondrias (izquierda) y tejido hepético (derecha). No se encontraron diferencias

entre grupos (CN y STZ) y/o fracciones.

°] 1 CN
B STZ
2 [T g 2
0

Mitocondrias Tejido

Figura 5. indice de fluidez membranal (acidos grasos insaturados sobre saturados) de los grupos CN y STZ de
mitocondrias (izquierda) y tejido hepatico (derecha) a un mes de edad

6.2.2. Respiracion Mitocondrial

Para conocer las modificaciones de la actividad mitocondrial durante el desarrollo
de la diabetes se realizaron mediciones del consumo de oxigeno de las

mitocondrias.

Al analizar los datos obtenidos de las mitocondrias de ratas de 1 mes de edad
observamos que no existen diferencias en el consumo de oxigeno de los estados

3y 4 entre el grupo control y diabético (Fig. 6).
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Figura 6. Velocidad de respiracion mitocondrial a 1 mes de edad. Respiracion en estado 3 (E3) y respiracion en estado
4 (E4). CN n= 4; STZ =3.

A pesar de no presentar diferencias entre los estados 3 y 4 en la figura 6, en la
figura 7 se muestra que en el Control Respiratorio (E3/E4) si hay diferencias
significativas del grupo STZ (3.7 +0.85) con respecto al grupo CN (2.0 +0.56)

siendo 54% mayor que este ultimo.
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Figura 7. Control respiratorio mitocondrial (E3/E4) de ratas CN y STZ a un mes de edad. CN n= 4; STZ n=3. (*p < 0.05).
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6.3 Cambios metabolicos de las ratas a 3 meses de edad

6.3.1 Composicion de acidos grasos de tejido y mitocondrias de

higado

Una vez cumplido el mes de edad se comenz6 a suplementar a ambos grupos

(CN y STZ) con acidos grasos omega 3 de cadena corta o larga.

A continuacion se muestra la composicion de AG de mitocondrias y tejido hepatico

a 3 meses de edad (Tabla 3).

Tabla 3.Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias (arriba) y tejido hepatico (abajo) de ratas CN y STZ con sus

respectivos tratamientos a 3 meses de edad.

MITOCONDRIAS

Acido graso CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
Miristico 0.29 191 +037 0.16 + 0.06 0.49 +0.07 0.37 +0.10 0.23 +0.12
Miristoleico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Pentadecanoico 0.29 +0.02 0.30 +0.05 0.15 +0.08 0.38 +013 0.23 +0.06 0.27 +0.11
Palmitico 17.36 + 256 **%23.43 +191 16.39 +1.88 21.13 +4.47 17.86 +2.98 19.59 +4.18
Palmitoleico 1.00 +0.87 0.86 +0.52 0.61 + 044 0.37 +0.35 0.55 +024 0.32 +0.15
Heptadecanoico 0.55 +0.04 0.80 £ 0.05 0.65 023 0.65 +0.18 0.51 £0.09 0.54 +0.08
Estearico 18.02 +1.58 **%22.73 +3.29 **¥23.74 +7.66 **% 27.56 + 6.89 20.26 +327 17.78 + 565
Oleico 13.09 +1.83 *18.15 +3.16 10.15 +4.17 **%5.27 + 355 **%8.18 +2.14 **%5.28 +2.622
Linoleico 19.47 +2.58 *11.14 +1.21 20.16 + 4.70 19.41 + 6.42 *22.84 +230 *23.26 +3.38
Gamma-linolénico 0.31 +0.40 0.06 +0.02 0.58 ND 0.19 ND 0.24 +0.17 0.14 +0.18
Linolenico 0.34 +0.24 0.10 +0.03 ND ND ND ND 0.32 +0.05 ND ND
Araquidico 0.10 ND 0.41 +0.05 0.35 +0.08 **%9.36 ND 0.15 +0.07 ***7.0 +2.18
Eicosanoico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Araquidonico 18.68 +1.56 **% 13,55 +235 21.42 + 476 16.89 +4.98 21.35 +250 **%23.43 +5.20
EPA 1.06 +0.41 1.00 + 0.60 ND ND 0.53 +0.02 217 +133 0.29 +0.17
Behenico 0.87 ND ND ND ND ND 0.30 +0.07 ND ND ND ND
Erucico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
DHA 713 +2.52 5.17 +223 5.67 + 1.69 3.86 +1.89 4.45 +1.79 4.93 +1.84
Lignocerico 0.16 +£0.03 0.31 ND 0.25 +0.07 0.73 +0.40 0.11 +0.08 0.18 £0.18
NI 2.59 +1.03 132 +0.66 0.75 +033 230 +0.94 235 +3.69 176 +133
Cociente I/S 1.64 +0.68 1.04 +0.48 1.41 +0.57 0.77 +0.30 1.54 +0.30 1.27 +0.50
TEJIDO

Acido graso CN ST1Z CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
Miristico 0.36 +0.03 0.57 +0.13 0.25 +0.08 0.42 +0.05 0.46 4032 0.32 +0.14
Miristoleico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Pentadecanoico 0.30 +0.04 0.44 +0.30 0.20 +0.04 0.28 +0.03 291 +8.41 0.22 +0.07
Palmitico 18.81 +135 21.21 +3.12 20.41 +2.85 20.35 +1.84 19.36 +8.16 21.30 +4.16
Palmitoleico 1.26 +0.80 2.85 +3.87} 0.77 039 0.82 +0.24 0.50 +0.30 0.92 +0.82
Heptadecanoico 0.56 +0.11 0.41 +0.08 237 543 0.54 +0.05 0.52 +0.17 0.47 £0.11
Estearico 14.17 +1.46 **% 17.50 +3.66 *19.11 +437 *18.78 +3.88 16.05 +5.01 12.23 $3.25
Oleico 15.25 +2.03 7.97 +3.22 **48.09 +6.12 11.68 +4.80 **+7.07 +2.82 *11.01 £3.11
Linoleico 19.83 +1.12 21.84 +3.60 **%26.50 +6.09 *%*25.43 +1.71 22.49 +5.65 **%25.43 +4.06
Gamma-linolénico 0.08 +0.02 0.20 +0.035 0.66 +033 0.35 +0.36 0.36 +031 0.74 +0.32
Linolenico 0.45 +0.21 175 +0.94 ND ND 0.60 +0.10 0.52 +0.14 0.51 +0.22
Araquidico 4.00 +7.60 0.07 +0.02 **%12.5 +10.79 ND ND ND ND ND ND
Eicosanoico ND ND 0.13 +0.04 ND ND ND ND ND ND 0.63 +0.28
Araquidonico 16.49 +1.33 18.09 +237 19.71 +8.11 14.81 +5.82 **%26.16 +11.85 18.39 +6.83
EPA 1.56 +0.52 0.16 +0.01 ND ND ND +0.15 0.20 ND 311 +7.200
Behenico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.06 +0.008
Erucico ND ND 1.60 +0.06 ND ND ND ND ND ND ND ND
DHA 8.04 +0.724 3.91 +1.02 *3.65 +1.98 4.32 +1.51 4.09 +1.09 4.72 +£1.95
Lignocerico 0.14 £0.05 1.30 +0.31 0.24 +0.10 0.15 £0.05 ND ND 0.89 +£1.86
NI 3.28 £0.58 253 +1.67 0.93 +0.60 2.00 +£1.19 1.06 +0.57 2.34 £2.29
Cociente I/S 1.64 +0.12 1.36 +0.54 1.08 +0.27 1.44 +0.35 1.56 +0.36 1.80 + 043
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Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; ND, No detectados; 1/S, insaturados sobre saturados.
CN n=3; CN w3-C n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).
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En el caso de las mitocondrias, el grupo STZ presentd la mayor cantidad de
cambios en cuanto a su composicion; se muestran diferencias en 5 4cidos grasos
(palmitico, esteérico, oleico, Linoleico y araquidonico) con respecto a sus

controles (Figura 8).
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Figura 8. Diferencias en la composicion de acidos grasos de mitocondrias del grupo STZ a tres meses de edad.

CN n= 3 STZ n=3 (*p< 0.001)

A diferencia de las mitocondrias, el tejido del grupo STZ sélo muestra diferencias
en el 4cido esteérico que es 23.5% mayor que el grupo CN.

El andlisis de los datos de la tabla 3 también nos permitié notar que los cambios
son mas frecuentes en algunos acidos grasos en particular como es el caso de
los acidos estearico, oleico y linolénico. El acido Estearico presenta diferencias en
los grupos CN w3-C, CN w3-L y STZ tanto en tejido como en mitocondrias. En
todos los casos en donde el acido estearico presenta diferencias la concentracion

(mol%) es mayor con respecto al grupo CN (Figura 9).

En el caso del acido Oleico se observan diferencias principalmente en los grupos

STZ y STZ con tratamientos tanto en mitocondrias como en tejido (Figura 10).
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Figura 9. Contenido de acido estedrico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido
hepatico (derecha) a tres meses de edad. CN n=3; CN w3-C n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6
(*p <0.05; ***p <0.001).
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Figura 10. Contenido de acido Oleico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido hepatico
(derecha) a tres meses de edad. CN n= 3; CN w3-C n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p
<0.05; ***p <0.001).
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Figura 11 Contenido del acido Linoleico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido
(derecha) a tres meses de edad. CN n= 3; CN w3-C n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p
<0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).

Por otra parte en la figura 12 se observan diferencias en el indice de fluidez de
mitocondrias en el grupo STZ (1.10 = 0.30) que es 55.27% menor que el grupo CN
(1.99 + 0.68).

Para el caso del tejido la relacion entre acidos grasos insaturados sobre saturados
muestra diferencias en el grupo CN w3-C (1.20 £ 0.27) que es 33.4% inferior al
grupo CN (Fig.12).

| Maria Fernanda Campos Guzmdn

40



Mitocondrias

1 ) CN
CN 03-C
24 E5 CN w3-L
" T * 5 ] [ STz
= 1| & T | @ STZ 03-C
11 % T B STZ 03-L

Figura 12. indice de Fluidez membranal (1/S) de mitocondrias de todos los grupos a 3 meses de edad. CN n= 3; CN w3-C
n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p <0.05).
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Figura 13 Cociente de insaturacion del tejido (higado) de todos los grupos a 3 meses de edad. CN n= 3; CN w3-C n=3;
CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p <0.05).
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6.3.2. Respiracion Mitocondrial

En el analisis de los datos obtenidos de las mitocondrias a 3 meses de edad
observamos que de forma semejante con lo ocurrido en el primer mes de edad, el
consumo de oxigeno en los estados 3 y 4 (Fig.14) no presentaron diferencias
significativas entre ninguno de los grupos. Al hacer la relacion entre los estados 3
y 4, podemos apreciar que uUnicamente se encuentran diferencias en el CR
(E3/E4) del grupo CN w3-C con respecto al grupo CN (Fig.15).
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Figura 14. Actividad mitocondrial a 3 meses de edad, respiracion en estado 3 (E3) y respiracion en estado 4 (E4); CN
n=3; CN w3-C n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6.
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Figura 15.Control Respiratorio (CR) mitocondrial (E3/E4) todos los grupos a tres meses de edad. CN n=3; CN w3-C
n=3; CN w3-L n=3; STZ n=3-6; STZ w3-C n=4-6; STZ w3-L n=6 (*p < 0.05).

6.4 Cambios metabdlicos de las ratas a 6 meses de edad

6.4.1 Composicion de acidos grasos de tejido y mitocondrias de
higado

En la tabla 4 se muestra la composicion de acidos grasos de mitocondrias y tejido

de las ratas a 6 meses de edad.

En el apartado 6.3.1 se menciond que hubo cambios en la composicion de ciertos
acidos grasos entre los cuales destacaban el acido estearico, oleico y linoleico;
con la finalidad de comparar si ocurria lo mismo a 6 meses de edad se realizaron

gréficas de los mismos acidos grasos.
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Tabla 4 Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias (arriba) y tejido hepatico (abajo) de ratas CN y STZ con sus
respectivos tratamientos a 6 meses de edad.

MITOCONDRIAS
Acido graso CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
Miristico 0.38 + 0.04 0.44 + 034 0.18 +0.05 0.21 +0.06 0.13 +0.04 0.16 +0.04
Miristoleico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Pentadecan 0.19 +0.02 0.14 +0.04 0.33 +0.12 0.36 +0.14 0.19 +£0.13 0.17 +0.06
Palmitico 19.41 + 1.69 18.56 + 545 17.48 +1.27 18.54 +1.24 **%14.29 +2.26 ***16.43 +1.62
Palmitoleico 1.18 +0.52 1.44 + 247 0.26 +0.09 0.40 +0.12 0.25 +0.14 0.28 +0.21
Heptadecan 0.46 + 0.06 0.43 + 0.08 0.56 +0.09 0.51 +0.06 0.35 +0.20 0.52 +£0.13
Estearico 15.50 + 4.58 **%20.1 + 236 **%20.75 +2.40 **%20.47 +2.15 **%19.29 +4.18 **%20.82 +2.10
Oleico 9.50 +0.98 7.89 £ 265 8.09 +0.66 7.79 +£1.00 *7.49 +1.77 **¥6.74 +1.68
Linoleico 18.87 +222 18.43 + 1.40 *¥%21.97 +1.03 *20.95 +1.85 19.79 +£2.56 19.93 +3.03
Gamma-lino 0.17 +0.03 0.04 + 0.05 0.12 +0.08 0.10 +0.06 0.25 ND 0.05 +£0.02
Linolenico 0.30 +0.03 0.28 +0.08 0.36 +0.07 0.37 £0.08 0.88 £1.23 0.30 +£0.06
Araquidico 0.11 + 0.03 0.07 + 0.009 0.12 +0.07 0.09 + 0.04 0.05 +0.007 0.10 +0.06
Eicosanoico ND ND 0.12 +£0.02 0.13 +0.06 0.14 +0.04 0.18 +0.01 0.21 +0.16
Araquidonic 22.54 +2.80 22.96 +3.15 *¥%20.25 +2.05 *20.61 + 155 21.58 +2.82 23.13 +2.79
EPA ND ND ND ND 0.92 +0.57 1.33 +0.58 1.48 +0.20 0.47 +£0.21
Behenico 0.62 +0.18 ND ND ND ND 1.75 ND ND ND ND ND
Erucico ND ND 0.15 +£0.002 ND ND ND ND ND ND ND ND
DHA 7.35 + 137 6.19 £1.43 5.62 +1.08 **%4.85 +2.08 6.96 £1.07 6.44 +2.61
Lignocerico 1.73 +0.34 1.22 +0.49 1.49 +0.84 1.55 +0.44 ***4 85 +4.18 153 + 0.54
NI 1.68 + 0.60 2.21 +4.47 1.52 +0.66 1.64 +0.37 114 +0.88 1.32 +0.32
Cociente I/S 1.58 +0.53 1.41 +0.32 1.41 +0.13 1.30 +0.10 1.50 +0.40 1.45 +0.16
TEJIDO

Acido graso CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
Miristico 2,17 +7.05 0.22 +0.04 0.23 +0.05 0.36 £0.11 0.24 +0.08 0.25 +0.08
Miristoleico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.08 ND
Pentadecan 0.21 +0.04 0.15 +0.03 0.29 +0.12 0.37 +0.11 0.23 +0.03 0.40 +0.51
Palmitico 24.10 +£2.46 **%20.57 +£1.95 *20.8 +2.14 **20.88 +1.51 ***18.9 £1.0 ***18.40 +1.58
Palmitoleico 1.40 +0.88 0.42 +0.15 3.67 +4.73 0.62 +0.42 0.36 +0.12 0.38 +0.19
Heptadecan 0.37 +0.09 1.42 +5.76 0.45 +0.10 0.43 +0.16 0.49 +0.03 0.56 +£0.06
Estearico 12.04 +1.66 12.07 +1.56 **%16.71 +2.14 **15.14 +1.62 **¥15.01 +0.75 *17.20 +2.95
Oleico 12.87 +1.60 11.32 +2.32 10.52 +1.24 11.95 +2.70 13.27 +1.08 10.73 +1.59
Linoleico 23.14 £2.40 **%27.41 +2.96 24.39 +1.67 25.39 +3.64 24.36 +1.50 22.33 +3.19
Gamalinole 0.22 +0.17 0.22 +0.09 0.13 +0.03 0.11 +0.01 0.24 £0.06 0.21 +0.08
Linolenico 0.69 £0.13 0.99 £0.19 0.81 +0.19 0.84 £0.19 0.93 £0.17 0.68 £0.20
Araquidico 0.09 +0.03 0.11 +0.12 0.06 +0.01 0.07 +0.03 0.10 +0.03 0.10 +0.10
Eicosanoico 6.62 +11.24 **%0.21 +0.06 **%0,22 +0.10 **%0.12 +0.05 9.37 +10.09 **%0.10 +0.05
Araquidonic 17.09 +2.40 17.34 +2.06 *13.89 +5.54 14.92 +1.44 **%11.09 +7.84 18.10 +1.20
EPA 0.31 +0.07 1.44 +4.09 1.90 +1.26 1.48 +0.28 0.66 +0.30 0.79 +0.33
Behenico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Erucico ND ND ND ND 0.14 +0.05 0.08 ND ND ND 0.11 +0.07
DHA 5.25 £1.07 4.47 £0.62 3.96 +0.52 4.68 +0.48 4.96 +£0.54 5.90 +1.16
Lignocerico 1.22 +0.27 111 +031 1.19 +0.21 1.63 +0.39 1.35 +0.36 1.48 +0.40
NI 144 +0.67 0.91 +0.33 1.27 +0.88 1.07 +0.30 1.79 +0.47 245 +1.99
Cociente I/S 1.30 +0.17 1.77 +0.32 1.48 +0.21 1.54 +0.24 1.22 +0.37 1.22 +0.12

Abreviaturas: EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No identificados; ND, No detectados;
1/S, insaturados sobre saturados. CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6 (*p
<0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).
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En el caso del acido estearico de mitocondrias se muestran diferencias en todos
los grupos con respecto al control (p< 0.001), todos son mayores a este entre 24 y
35%. En el tejido ocurre algo similar, casi todos los grupos presentan diferencias

con respecto al control excepto el grupo STZ.

301 i
g ] CN
;\é\ Kok KKK ek KXK E CN »3-C
© 20- {, ‘I‘ i *% ** EH CN w3-L
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L :
0 !

Mitocondrias Tejido

Figura 16. Contenido de acido estearico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido
hepatico (derecha) a seis meses de edad CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6
(*p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).

El contenido de acido oleico s6lo muestra diferencias en los grupos STZ w3-C
(21.16% menor con respecto al control) y STZ w3-L (31.9% menor con respecto al

control) de mitocondrias.

Por otra parte el porcentaje de acido linoleico presenté diferencias en los grupos
CN w3-C y CN w3-L de mitocondrias, mientras que en tejido Unicamente se
observan diferencias en el grupo STZ siendo este ultimo aproximadamente 18%
mayor con respecto a CN.
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Figura 17. Contenido de acido Oleico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido  hepatico
(derecha) a seis meses de edad CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6 (*p <0.05;
**p < 0.01; ***p <0.001).
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Figura 18. Contenido de acido linoleico (mol %) en los diferentes grupos de mitocondrias (izquierda) y tejido
hepatico (derecha) a seis meses de edad CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6
(*p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).
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El indice de Fluidez (I/S) no mostré diferencias significativas en ninguno de los
grupos de mitocondrias a 6 meses de edad (Fig.19).Por el contrario en tejido
(Fig.20) si se encuentran diferencias en el cociente de insaturacion (I/S) del grupo
STZ (1.8 £ 0.24) que incrementd 16.77% con respecto al grupo CN (1.5 £ 0.17).

Mitocondrias

2.5- — N

2.0 CN o3-L
[ T E CNw3-C

L . | I STZ
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109 / Bl STZ »3-C
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Figura 19. indice de Fluidez membranal (1/S) de mitocondrias de todos los grupos a 6 meses de edad CN n=5-6; CN w3-
C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6

Tejido
2,51
* 1 CN
2.0- T T CN ®3-L
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" 1541 T l [ STz
= Lo / @ STZ w3-L
' % B STZw3-C
0.5- %
0.0 / r

Figura 20 Cociente insaturacion del tejido de todos los grupos a 3 meses de edad CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4;
STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6 (*p <0.05).
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6.4.2. Respiracion Mitocondrial

En la figura 21 se muestran las velocidades de respiracion de las mitocondrias a 6
meses de edad (estados 3 y 4). El estado 4 presenta diferencias significativas en
los grupos STZ con suplementos (STZ-W3C y STZ-W3L) que son

aproximadamente 3 veces mas grandes que el grupo CN.
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Figura 21. Respiracion mitocondrial a 6 meses de edad. Velocidad de respiracion en estado 3 (E3) y en estado 4 (E4)
CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6 (*p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001).

A diferencia de lo ocurrido con el Control Respiratorio de 3 meses en 6 meses no
se muestran diferencias significativas en ninguno de los grupos con respecto al
grupo CN (Fig.22).
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Figura 22 Control Respiratorio mitocondrial (E3/E4) de ratas CN, CN-W3C, CN-W3L, STZ, STZ-W3C y STZ-W3L a seis
meses de edad. CN n=5-6; CN w3-C n=3; CN w3-L n=4; STZ n=6; STZ w3-C n=3; STZ w3-L n=4-6

| Maria Fernanda Campos Guzmdn

48



7 DISCUSION

7.1 Desarrollo del modelo de diabetes y efecto de los acidos grasos w3 en
el control de la glicemia

En el presente estudio se utilizd una dosis de estreptozotocina (STZ) de 130
mg/kg de peso a las 48 horas posteriores al nacimiento, ya que en estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion, y documentados en la bibliografia,
se demuestra que, con dosis similares y edad de induccidén, se tienen
hiperglicemias de entre 130 y 160 mg/dL, consideradas como ligeras, ademas de
una marcada intolerancia a la glucosa y dislipidemias casi imperceptibles,
similares con el periodo inicial de diabetes tipo 2 en humanos (Figueroa, 2015;

Pérez-Hernandez, 2011)

En este trabajo la glicemia de los grupos control se mantuvo en un intervalo de 80-
110 mg/dL durante todo el tiempo experimental (Fig.4). El incremento en la
concentracion de glucosa sanguinea del grupo STZ con respecto al grupo CN
durante los primeros meses de vida se explica por la administracion de la
estreptozotocina la cual actia especificamente sobre las células beta del pancreas
utilizando al transportador de glucosa 2 (GLUT 2) para entrar a la célula, causando
dafio y muerte de esta por la polirribosilacién del DNA y la generacién de radicales
a través de la via xantina-oxidasa (Szkudelsky, 2001). Sin embargo, pasada esta
etapa las concentraciones de glucosa en sangre tienden a regresar a estados
basales sobre todo en los dos ultimos meses de vida, este fenébmeno se debe a
que en animales neonatos el pancreas tiene la capacidad de regenerar y/o
diferenciar parcialmente la poblacion de células B, lo que resulta en un animal

adulto con hipoinsulinemia e hiperglicemias moderadas (Bonner-Weir et al., 1981).

El suplemento con &acidos grasos omega-3 parece ayudar a la regulacion de la
glicemia, especialmente cuando se trata de los &cidos grasos w-3 de cadena
larga EPA y DHA. En la figura 4 se muestra que las concentraciones de glucosa

sanguinea comienzan a disminuir en los dos primeros meses a partir de la
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administracion con estos acidos grasos y en los ultimos meses la glicemia se

mantiene en concentraciones “normales”.

El efecto de estos acidos grasos podria explicarse a través de la accion de los
factores de transcripcion PPARs (Por sus siglas en inglés: proliferator peroxisome
activator receptor) que son receptores nucleares pertenecientes a la familia de los
factores de transcripcion involucrados en la homeostasis de los lipidos. Los
PPARs presentan 3 isoformas (0,0,y) y Se activan por concentraciones
micromolares de acidos grasos poliinsaturados, por eicosanoides derivados del
acido araquidonico y también por medicamentos hipolipemiantes. Los AGPI tienen
mayor afinidad a PPAR a. EI PPARy activado se une a elementos de respuesta
llamados PPRE que se encuentran en genes involucrados en el transporte y
oxidacion de lipidos, ademas de la termogénesis (Rodriguez-Cruz et al., 2005).

Se sabe que tanto PPARa como PPARYy se expresan en el pancreas, aunque se
ha encontrado que PPARYy se localiza en células de tejido endocrino, por lo que

se ha relacionado con secrecion; particularmente se localiza en células

pancreéticas donde es funcionalmente importante (Lupi et al., 2004).

La cantidad de PPARa suele ser mayor que la de PPARYy, sin embargo éste
altimo se sobreexpresa en ratas con diabetes inducida quimicamente (Lupi et al.,
2004).

Existen ligandos de PPARy como son las prostaglandinas y los AGPI,
particularmente los w-3, que en la DM2 podrian estar estimulando la sintesis de
insulina (Laybutt et al., 2002). Aunque el papel de PPARy no es muy conocido, se
ha encontrado que retarda y detiene el desarrollo de la DM en modelos de raton
(Bergeron et al.,, 2006). Asimismo, la activacion de PPARa y PPARy, se ha
asociado con disminucion del contenido de lipidos en higado y musculo, ademas

de disminuir la resistencia a insulina en la DM2 (Bergeron et al., 2006).
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7.2 Conversion de ALA a EPAy DHA

La mayoria de las investigaciones que reportan la conversion de ALA a EPA y
DHA son ensayos clinicos realizados en plasma y/o intestino. En éstos se reporta
que esta conversion es deficiente. Krauss y colaboradores (2007) afirman que tan
s6lo 2% de ALA es convertido a EPA y DHA; asi mismo Goyens y colaboradores
(2005) encontraron que del contenido total de ALA el 7% en convertido a EPA y
tan solo el 0.013% a DHA. Cabe resaltar que no se sabe si la conversion de ALA

tiene lugar en el intestino o después de llegar al higado.

Para comprender y analizar el potencial de conversion de ALA hasta EPA y/o DHA
en nuestros resultados, implementamos la generacion de los indices de acidos
grasos omega 3 de cadena larga entre cadena corta (w3-L/ w3-C) (ver apéndice
). Asi, vemos que en algunas mitocondrias es mayor la proporcién de EPA y/o
DHA con respecto a las mitocondrias de ratas control, lo cual sugiere que si hay
conversion desde ALA hasta EPA y DHA lo cual es contrastante con los autores
reportados (Krauss et al., 2007; Goyens et al., 2005; Hussein et al., 2006) pero
consistente con lo reportado por Sugasini y colaboradores(2014) quienes
observaron que la conversién de ALA a EPA y DHA es eficiente en higado de
ratas que recibieron un suplemento de aceite de linaza (LSO, por sus siglas en

inglés).

Al igual que Sugasini y colaboradores (2014) y Sugasini y Lokesh (2012) en
nuestro trabajo se les administrdo LSO a las ratas de los grupos CN w3-C y STZ
w3-C sin embargo nuestros resultados no son consistentes con los suyos ya que
ellos reportan que la conversion de ALA fue significativamente mayor en dichos

grupos.

En nuestro trabajo también se puede observar que tanto a 3 como a 6 meses la
proporcion de ALA es mayor en el tejido total que en las mitocondrias. En un
estudio anterior de nuestro equipo de trabajo, Escutia (2019) en un modelo de
diabetes experimental tipo 1, reportd que la composicidn de acidos grasos era

diferente entre mitocondrias y tejido en la mayoria de sus tiempos experimentales
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del avance de la diabetes; creemos que este comportamiento se le puede atribuir
a las membranas asociadas a mitocondrias (MAMs), que como su nombre lo
indica son un punto de contacto entre reticulo y mitocondrias; se ha reportado
recientemente que en estas MAMs se da la mayor parte del transporte de lipidos
(Kornmann et al., 2009, Fagone y Jackoski, 2009); Van Vilet y Agostinis (2018),
mencionan que las MAM transfieren las sefales de estrés de RE a las
mitocondrias, de este modo se podria pensar que en efecto estas MAMs tienen
gran influencia en la respuesta de las mitocondrias al estrés modificando su

composicidon de acidos grasos antes que el RE.

7.3 Mitocondrias de Higado: Respiracion y Fluidez membranal

La importancia fisiologica de las modificaciones en las propiedades fisicas de las
membranas reside en su relacion con numerosas funciones celulares, incluyendo
la actividad de enzimas asociadas a ésta, transporte de solutos y procesos de
transduccion de sefales inducidos por hormonas. La peroxidacion lipidica y la
fluidez de membrana han sido implicadas en procesos de enfermedad y la

fisiologia del envejecimiento (Garcia et al., 1997).

El estudio de la fluidez de la membrana en diversos tipos celulares apunta a que
existe un diferente comportamiento entre la membrana plasmatica y la
mitocondrial (Mataix y Mataix, 2005). Diversos autores refieren una disminucién
de la fluidez de la membrana plasmética asociada a lipoperoxidacion y en
mitocondrias se han identificado perturbaciones cualitativas, cuantitativas y
funcionales ya sea como causalidad o resultado de patologias como diabetes e

hipertension, en tejido extraido de distintos 6rganos (Sivitz y Yorek, 2010).

Uno de los principales objetivos de este estudio fue determinar si un modelo de
hiperglicemia ligera que simule los primeros estadios del desarrollo de DM2 es

suficiente para generar alteraciones en la respiracion y fluidez de mitocondrias
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hepaticas y a su vez analizar el efecto que tienen los acidos grasos omega 3 de

cadena corta y/o larga sobre el mismo parametro.

La hiperglicemia genera un estado de estrés oxidante en donde los radicales
libres se encuentran implicados en el dafio a la membranas por lipoperoxidacion,
en la mayoria de los estudios realizados en membrana plasmatica en tejidos de
pacientes con DM2 se reporta una disminuciéon de la fluidez relacionada con este
fendmeno.Sin embargo en nuestros resultados se puede observar que en el indice
de fluidez membranal (I/S) de ratas de un mes no existen diferencias significativas
lo que nos podria indicar que a esta edad el modelo de hiperglicemia ligera aun no
es suficiente para generar cambios dentro de este parametro sin embargo a seis

meses de edad si se observa un incremento del indice (I/S) (ver figura 12).

El incremento en la fluidez de la membrana mitocondrial puede modificar la
actividad de diversas enzimas y translocadores como: la carnitina-palmitoil
transferasa y el translocador de citrato, esta alteracion esta relacionada con un
incremento en el metabolismo mitocondrial y la produccion de radicales libres y/o
un desacoplamiento ligero de la cadena de transporte de electrones o bien con
una cadena de transporte reversa (Brady et al.,, 1985; Desoye y Hauguel-de
Mauzon, 2007). Sergent y colaboradores (2005), sugieren que el incremento en la
concentracion de radicales libres en mitocondrias esta relacionado a un aumento

de la fluidez de la membrana mitocondrial.

El desacoplamiento en la cadena trasportadora de electrones permite la fuga de
protones translocados al espacio intermembranal que regresan a la matriz

mitocondrial de forma independiente a la ATP sintasa (Cadenas, 2018).

Es importante destacar que existe una estrecha relacién entre la fuga de protones
y la generacion de ROS por la cadena respiratoria mitocondrial: la produccion de
superoxido mitocondrial muestra una fuerte dependencia de Ap en las

mitocondrias aisladas. Los desacoplantes y el ADP, que estimulan la sintesis de
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ATP, aumentan la tasa de respiracion y se sabe que disminuyen la produccion de

ROS en las mitocondrias aisladas (Boveris et al.,1973).

Estas observaciones apoyan un papel para la conductancia de protones
mitocondriales enddgenos en la proteccidon contra la produccion de ROS, y se ha
planteado la hipétesis de que la disipacion parcial de A p por desacoplamiento
leve de la fosforilacion oxidativa atenua la produccion de ROS (Papa et al.,1997;
Brookes et al.,2005).

En general en nuestros resultados se encontré que el CR de todos los grupos
experimentales tiende a disminuir con el paso del tiempo, sin embargo no lo hacen

en la misma magnitud.

En primera instancia se encontré que a 1 mes de edad no hay diferencias en las
velocidades de consumo de oxigeno (E3 y E4) entre ratas normoglicémicas (grupo
CN) e inducidas a DM2 (grupo STZ), sin embargo al analizar el Control
Respiratorio (CR), que es a su vez un indicador del acoplamiento de las
mitocondrias, observamos que este parametro es significativamente mayor en

ratas STZ, estos resultados concuerdan con lo reportado por Pérez (2018).

Soto-Urquieta et al., (2014) reportan que en ratones con diabetes el consumo de
oxigeno es mayor y a su vez Pérez (2018) encontrd resultados similares en
mitocondrias hepéticas de ratas de 1 mes edad, sin embargo Lowell y Shulman
(2005) indican que en mitocondrias de musculo esquelético disminuye el consumo
de oxigeno asi como la sintesis de ATP durante el desarrollo de diabetes. Estas
discrepancias muestran la necesidad de continuar investigando los efectos de la

diabetes en la funcionalidad de la mitocondria.

Por otra parte es importante resaltar que Avendafio-Brisefio (2019), quien trabajo
con mitocondrias de cerebro de las mismas ratas que usamos, no reporto
diferencias en el CR de ratas STZ de 1 mes de edad en mitocondrias de cerebro lo
cual es de esperarse ya que al ser un érgano tan importante existen estructuras

especializadas que lo protegen de posibles lesiones o que impiden el paso de
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sustancias que intervengan con su buen funcionamiento (Escobar y Gomez,
2008).

En relacion a los grupos STZ tratados con acidos grasos w3-C se aprecia que la
disminucion del CR no es significativamente menor con respecto al grupo STZ sin
tratamiento, por lo que estos acidos grasos no parecen tener ningun efecto en este
paradmetro con relacion al tiempo. Por otra parte en los grupos CN tratados con
acidos grasos w3-C se observa una tendencia de aumento del CR con respecto al

grupo CN sin tratamientos.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que se tuvo
éxito al generar un modelo de diabetes tipo 2 incipiente con el cual fue posible

observar si se estan generando cambios en mitocondrias y en tejido hepatico.

Retomando los resultados de Avendafio-Brisefio (2019) podemos decir que el
modelo de diabetes tipo 2 incipiente no es suficiente para generar cambios
drasticos en tejido y mitocondrias de cerebro sin embargo este mismo modelo si
logra generar cambios mas perceptibles cuando se trata de los pardmetros

respiratorios de mitocondrias y composicion de acidos grasos de tejido hepatico.
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Conclusiones

+Los resultados aqui presentados demuestran que se tuvo éxito en generar un
modelo de Diabetes Tipo 2 incipiente. Las glicemias de los grupos inducidos a
diabetes, aunque mayores, fueron estadisticamente iguales a los grupos control.

+La hiperglicemia ligera que presentaron los organismos inducidos a diabetes
generd una tendencia a una menor ganancia de peso corporal y al parecer el
suministro de los acidos grasos omega 3, tanto de cadena larga como de cadena

corta, ayudo parcialmente a contrarrestar esta condicion.

¢El higado y sus mitocondrias, comparados con el cerebro y sus mitocondrias

(Avendafo 2019), tienen mayores cambios en la composicion de acidos grasos.

¢El porcentaje de &cido estedrico es mayor en las mitocondrias que en el tejido.

Por el contrario, el oleico, es mayor en el tejido que en las mitocondrias.
+El indice de insaturacién es mas constante en las mitocondrias que en el tejido.

¢El control respiratorio de las mitocondrias de higado, aunque no es diferente del
control, tiende a disminuir, tanto por la induccién a diabetes como por el suministro
de &cidos grasos omega 3, excepto en ratas control con acidos grasos omega 3
de cadena corta.

¢El indice de conversion ALA-DHA disminuyd con los tratamientos y/o la diabetes
en tejido a tres meses de edad

+En general hay una disminucion ligera del cociente DHA/ALA en tejido a 6 meses
de edad con excepcion del grupo STZ w3-L
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Apéndice |

Tablas del indice de conversion de ALA a EPA y DHA

A continuacidn se muestran las tablas del indice de conversidn de ALA obtenidas a partir de los
cocientes EPA/ALA y DHA/ALA para 1, 3y 6 meses de edad.

1 MES MITOCONDRIAS TEJIDO
CN STZ CN STZ
ALA (mol%) 0.13 +0.03 ND ND 0.42 +0.10 0.26 +0.10
EPA (mol%) 131 +0.79 212 +1.68 2.71 +1.95 0.85 +0.81
EPA/ALA 10.49 — 6.48 3.23
DHA (mol%) 11.04 +0.78 9.97 +1.21 8.79 +1.96 6.58 +2.16
DHA/ ALA 88.21 - 21.05 25.0
MITOCONDRIAS
3 MESES CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
ALA (mol%) 0.34 +0.24 0.10 +0.03 ND ND ND ND 0.32 +0.05 ND ND
EPA (mol%) 1.06 +0.41 1.00 +0.60 ND ND 0.53 +0.02 2.17 +133 0.29 +0.17
EPA/ALA 311 10.03 == = 6.70 =
DHA (mol%) 7.13 +2.52 5.17 +223 5.67 + 1.69 3.86 +1.89 4.45 +1.79 4.93 +1.84
DHA/ ALA 20.82 51.68 = -- 13.75 --
TEJIDO
3 MESES CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
ALA (mol%) 0.45 +0.21 1.75 +0.94 ND ND 0.60 £0.10 0.52 +0.14 0.51 +0.22
EPA (mol%) 1.56 +0.52 0.16 +0.01 ND ND ND +0.15 0.20 ND 3.11 +7.200
EPA/ALA 3.47 0.09 - - 0.39 6.07
DHA (mol%) 8.04 +0.724 3.91 +1.02 3.65 +1.98 4.32 +151 4.09 +1.09 4.72 +1.95
DHA/ ALA 17.93 2.23 -- 7.18 7.92 9.21
MITOCONDRIAS
6 MESES CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
ALA (mol%) 0.30 +0.03 0.28 +0.08 0.36 +0.07 0.37 +0.08 0.88 +1.23 0.30 +0.06
EPA (mol%) ND ND ND ND 0.92 +0.57 1.33 +0.58 1.48 +0.20 0.47 +0.21
EPA/ALA = = 2.56 3.58 1.68 1.59
DHA (mol%) 7.35 + 137 6.19 +1.43 5.62 +1.08 4.85 +2.08 6.96 +1.07 6.44 + 261
DHA/ ALA 24.41 21.93 15.63 13.11 7.89 21.75
TEJIDO
6 MESES CN STZ CN w3-C CN w3-L STZ w3-C STZ w3-L
ALA (mol%) 0.69 +0.13 0.99 +0.19 0.81 +0.19 0.84 £0.19 0.93 +0.17 0.68 +0.20
EPA (mol%) 0.31 +0.07 1.44 +4.09 1.90 +1.26 1.48 +0.28 0.66 +0.30 0.79 +0.33
EPA/ALA 0.45 1.45 2.36 1.75 0.71 1.15
DHA (mol%) 5.25 +1.07 4.47 +0.62 3.96 +0.52 4.68 +0.48 4.96 +0.54 5.90 +1.16
DHA/ ALA 7.57 4.49 4.91 5.54 5.34 8.61
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