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RESUMEN

La tumorigénesis se ha convertido en una de las patologias cronico-degenerativas
de gran importancia debido al alto indice de mortalidad. Los tumores que se
desarrollan en el tejido renal son considerados muy agresivos debido a su alta tasa
de mortalidad. Existen varios factores que intervienen en la proliferaciéon de células
neoplasicas como: factores genéticos (HIF-1, VEGF, VHL), cambios en el
metabolismo de los acidos grasos y alteraciones en las propiedades fisicoquimicas
de las membranas biologicas. Debido a lo anteriormente mencionado se han
propuesto varios modelos in vivo o in vitro para comprender los procesos y/o
mecanismos que se ven involucrados en el desarrollo y proliferacion del cancer; no
obstante, las neoplasias que se desarrollan en el rifidn no han sido muy estudiadas.
La estreptozotocina, molécula producida por Streptomyces achromogenes, ha sido
utilizada como un agente inductor a diabetes mellitus tipo 1 y 2, sin embargo, en
algunos estudios también se ha visto que produce desarrollo de neoplasia en riidn.
Se han realizado estudios para establecer la relacion entre la diabetes mellitus y el
desarrollo de neoplasias, pero han sido poco concluyentes por lo que aun se
desconoce el mecanismo biolégico que pueda estar vinculando a estas dos
patologias. Por otra parte, algunos estudios que establecen al consumo de acidos
grasos poliinsaturados omega 3 como una alternativa antineoplasica debido a que
limitan el crecimiento tumoral y en el desarrollo de la diabetes, aunque se
desconocen los mecanismos de accidon de estas moléculas. Con la finalidad de
entender el efecto de estas moléculas en el desarrollo de la diabetes se han
realizado estudios donde se implementaron diferentes esquemas de dosificacién de
acidos grasos omega 3 de cadena corta, encontrando que existen diferencias en: la
composicion de acidos grasos, la fluidez de membrana y la produccién de especies
reactivas de oxigeno en tejido hepatico y en sus respectivas mitocondrias; sin
embargo, para los acidos grasos omega-3 de cadena larga no se tienen reportes.
Por las razones anteriormente mencionadas, en el presente trabajo se analiz6 el
efecto de los acidos grasos omega-3 de cadena larga sobre el desarrollo de tumores

en tejido renal, se midioé el peso y la glicemia a lo largo del estudio; los tumores




renales fueron generados a partir del modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar, el
tumor obtenido se dividié en varias secciones (lIllll, IV y V), se realizé un estudio
histopatologico, posteriormente se extrajeron los lipidos del crecimiento tumoral y el
tejido no tumoral (I) renal y por ultimo se formaron liposomas, con el monitor
fluorescente DPH incorporado a ellos, con la finalidad de estudiar propiedades
fisicoquimicas de las membranas biolégicas asociadas al desarrollo de tumores
renales en el modelo de diabetes tipo 2. Los hallazgos encontrados indican
alteraciones en: el peso (ratas que desarrollaron tumores renales tuvieron menor
ganancia de peso), en el metabolismo de la glucosa (con glicemias entre los 97 a
los 600 mg/dL), en los acidos grasos (a mayor grado de desarrollo del tumor renal
existe mayor cambio en la composicion de acidos grasos), la fluidez lipidica
disminuye en el crecimiento neoplasico en comparacion con el tejido no tumoral. Se
obtuvo una eficacia de generacion del tumor renal del 50%, se encontré que la
dosificacion diaria de acidos grasos omega 3 de cadena larga se asocié con un
mayor desarrollo de tumor renal, asimismo una asociacion positiva entre la glicemia
y la generacion del tumor, por ultimo, en el estudio histopatolégico demostré que los
tumores generados corresponden a Carcinoma de Células Renales (RCC) y tumor

de células claras.




INTRODUCCION

Desde inicios del siglo XXIl, las patologias cronico-degenerativas han sido
consideradas una epidemia debido a la alta tasa de mortalidad, dentro estas
patologias se encuentra el desarrollo de tumores (Bray et al., 2018). En el afio 2018
el Observatorio Global del Cancer tiene registro de 18.1 millones de personas
diagnosticadas con cancer, de las cuales, 9.6 millones murieron a causa de esta
patologia. La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por sus
siglas en inglés) estima que una de cada 6 personas desarrollara algun tipo de
cancer a lo largo de su vida, se estima que esta cifra aumentara en un 20% por ano,
este incremento en la incidencia del cancer puede estar relacionado con factores
como: la contaminacion ambiental, la alimentacion o la genética (Hsieh et al., 2017).
De manera similar, en la poblacion mexicana los tumores se encontraron entre las
tres principales causas de muerte en el afo 2018, con aproximadamente 85 mil
defunciones ocupando el tercer puesto (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2019).

La tumorigénesis hace referencia al crecimiento de una masa celular con rasgos
funcionales y morfologicos diferentes al que presentan sus células precursoras
(Ramzi et al., 2000). Esta masa celular se caracteriza por una senalizacién
proliferativa constante, la resistencia a la apoptosis y la inducciéon a angiogénesis
(Hanahan y Weinberg, 2000). Los tumores se pueden desarrollar en cualquier tejido,
sin embargo, los que se presentan en el rindn, aunque representan solo el 2% de
los casos diagnosticados se encuentran entre los mas agresivos debido a su
capacidad de invasién y complicaciones asociadas, ocupando una de las primeras

10 posiciones en el indice de mortalidad por cancer (Owens, 2016).




Factores que intervienen en el desarrollo y proliferacion de las células
neoplasicas

Factores genéticos: La activacion de oncogenes es el principal factor genético
relacionado con el desarrollo de tumores, esto en consecuencia culmina en la
sobrexpresiéon de los mismos y en la inactivacion de los supresores tumorales. Esta
desregulacion conlleva a la proliferacion celular desmedida y a la resistencia a la
apoptosis (Meza-Junco et al., 2006). Otro factor genético que se ha relacionado con
el desarrollo de tumores es el factor de transcripcidn inducible por hipoxia (HIF-1),
es un complejo proteico que aumenta la expresion de algunos genes en presencia
de bajas concentraciones de oxigeno. Este factor es sumamente importante para la
adaptacion celular a condiciones donde el aporte de oxigeno esta disminuido (Grau,
2011). Durante la proliferacion celular y en la medida que un tumor aumenta de
tamano se presentan zonas con hipoxia que activan al HIF-1 el cual induce
angiogénesis por activacion del factor de crecimiento endotelial (VEGF) (Forsythe
et al., 1996), ademas se presenta la sobreexpresion del complejo enzimatico
encargado de la sintesis de los AG [acido graso sintetasa (FAS)] (Furuta et al., 2008)
y las fuentes de carbono que se utilizan para la sintesis de acidos grasos (AG) son
el acetato proveniente del citoplasma (Yoshii et al., 2009) y la glutamina, a través
de la reacciones inversas que se llevan a cabo en el ciclo de Krebs, que concluyen
con la reduccion de citrato a acetil-CoA (Metallo et al., 2011). En condiciones
normales (normoxia) el HIF-1 es degradado por la proteina supresora de tumores
Von Hippel-Lindau (VHL); estudios de neoplasia en el riidn han reportado la
disminucién traduccional de VHL y el aumento de la actividad de HIF-1 como un
elemento clave en el desarrollo de los diferentes tipos de neoplasias, ya sea

adquiridos o hereditarios (Forsythe et al., 1996).

Acidos grasos (AG): son moléculas que participan en el metabolismo celular de
diversas maneras, ya sea como almacén de energia, en la sintesis de moléculas de
sefalizacion y como parte de la estructura de las membranas bioldgicas (Voet y
Voet, 2006). El metabolismo de los AG es similar en las células normales y las

neoplasicas, sin embargo, se presentan algunas diferencias en la sintesis de estos




(Kuhajda, 2000). En células eucariotas, en la mayoria de los tejidos, la incorporacién
de los AG en las membranas se realiza a partir de AG provenientes de la dieta
(Goodridge, 1991; Beld et al.,2015), en cambio, en células neoplasicas se realiza
principalmente por sintesis de novo (Medes et al., 1953); los AG sintetizados en esta
via se ocupan en la produccion de fosfolipidos y la formacién de nuevas
membranas, evento caracteristico durante la constante proliferacion en el desarrollo
de tumores (Swinnen, 2003). ElI complejo enzimatico FAS se encuentra
sobreexpresado en diferentes tipos de cancer (mama, colorrectal, prostata, ovario,
pulmén, nefroblastoma, retinoblastoma, sarcomas de partes blandas) (Kuhajda,
2006; Swinnen et al., 2006).

Membranas biolégicas: son estructuras fundamentales para el funcionamiento
celular, desempefian varias funciones desde una simple barrera que separa el
medio interno del externo hasta una estructura mas compleja que participa en
diferentes procesos celulares (Nagle y Tristram-Nagle, 2000). La composicion
quimica de las membranas determina las caracteristicas fisicoquimicas de las
mismas, como la fluidez membranal, término que se refiere a la capacidad de
movimiento de las moléculas en medio sélido o liquido; esta propiedad les permite
a las membranas la difusion de algunas moléculas y el giro y/o reorientacion de sus

componentes (fosfolipidos y proteinas) (Bernardino de la Serna et al., 2016).

En estudios realizados en células tumorales de higado se reporta alteraciones
significativas en la composicion de AG y la fluidez de las membranas
(Galeaotti et al., 1986). Los principales cambios que se observan en los AG de las
membranas son: la longitud de las cadenas, la presencia de dobles enlaces y la
posicibn en la que estos se encuentran (Los y Murata, 2004;
Grunberger et al., 1982). El cambio en la fluidez se ha relacionado con diferentes
tipos de tumores; por ejemplo, se presenta un aumento de este parametro en células
tumorales de colon y de pulmon (Rodrigues et al., 2002; Sok et al., 2002), en cambio,

en células de mama se presenta una disminucién (Merchant et al., 1990).




Con respecto al carcinoma de células claras renales (ccRCC, por sus siglas en
inglés) es el tumor mas comun (85%) en el tejido renal (Owens, 2016). Esta
neoplasia se caracteriza por la disminucién de la expresion del factor VHL y como
consecuencia, aumento en la activacion de HIF-1. Una de las principales
caracteristicas de este tipo de neoplasia es la acumulacién de lipidos en el
citoplasma (gotas lipidicas) (Rezende et al., 1999), aunque aun no se conoce con
certeza su mecanismo de accidén en el desarrollo tumoral, se ha propuesto que
sirven como almacenes de triglicéridos y colesterol utilizados por la célula para la
sintesis de moléculas de sefalizacion, fosfolipidos y la formacién de membranas
(Petan et al., 2018).

Modelos de neoplasia

El estudio de los diferentes tipos de neoplasias en modelos in vitro 0 en animales
es de gran importancia para la comprension de los procesos y/o mecanismos que
intervienen en el desarrollo y proliferacion del cancer en humanos. Uno de los
principales desafios en el estudio del cancer es la eleccién del modelo ya que se
requiere del que sea mas representativo, reproducible, con resultados confiables y

contrastables con otros modelos y con la enfermedad (Gengenbacher et al., 2017).

El conocimiento actual del desarrollo de las neoplasias y sus caracteristicas se basa
en el estudio de lineas celulares y su incorporacion in vivo en ratones (alotrasplante)
(Hausser y Brenner, 2005); sin embargo, son cuestionables debido a que estos
cultivos no provienen de la especie en la cual son utilizados y la expresion génica
esta determinada por las condiciones ambientales in vitro o in situ (Frese y Tuveson,
2007). Una estrategia alternativa para el estudio del cancer ha sido el uso de
modelos animales donde se induce el desarrollo de neoplasias mediante el uso de
agentes fisicos (radiacién) o quimicos (toxinas, farmacos, etc.) (Kemp, 2015);
(Hanahan et al., 2007). Los tumores mas estudiados que cuentan con un modelo ya
sea in vitro o in vivo han sido: el melanoma, la leucemia, los tumores de cerebro y
mama, cancer colorrectal, pulmonar, hepatico, pancreatico y de prostata; sin
embargo, existen otros tipos de neoplasia de interés que no han sido tan estudiados,

tales como los que se presentan en el rifidn (Teicher, 2010).




La estreptozotocina (STZ) es una toxina producida por Streptomyces
achromogenes, la cual se caracteriza por provocar alquilacion al ADN, activar la
poli-ribosilacion del ADP, impidiendo asi que se lleve a cabo la fosforilacion oxidativa
(Plascencia-Nieto, 2006). Ademas, la STZ produce 6xido nitrico (NO), que al unirse
al anion superoxido (O2) forma peroxinitrito (ONOO") y causa estrés oxidativo
induciendo apoptosis (Trujillo y Tovar, 2008). La STZ ingresa al espacio intracelular
mediante el transportador de glucosa GLUT2, el cual es caracteristico de las
membranas plasmaticas de las células B pancreaticas, el hepatocito, células del
intestino y el rindbn (Sandoval-Mufiiz et al., 2016). Debido a lo anterior, se ha
reportado el uso de STZ como agente inductor de diabetes mellitus en modelos
animales (Furman, 2015). No obstante, otros estudios han mostrado que el uso de
la STZ a largo plazo (200 dias) ocasionan el de desarrollo de tumores en los rifiones

de los animales de experimentacion (Gruys et al., 2001).

Relacion entre las neoplasias y la diabetes mellitus

En algunos estudios epidemioldgicos se reporta que las personas diagnosticadas
con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tienen mayor riesgo, en comparacion con la
poblacion en general, de desarrollar algun tipo de neoplasia (Garciga-Cardoso y
Licea-Puig, 2012; Uscanga-Yépez et al., 2018); sin embargo, se desconoce el
mecanismo bioldgico que relaciona a estas dos patologias (Psutka et al., 2014).
Existen diferentes explicaciones que relacionan a la DM2 con las neoplasias
renales, una de ellas es la que propone que el inicio de la neoplasia se debe al dafio
en el ADN generado por la accidon de los radicales libres, el NO y la disfuncion
mitocondrial los cuales incrementan el estrés oxidativo en varios 6rganos,
especialmente en los rifiones (Habib y Liang, 2014; Chen et al., 2015;
Friederich et al., 2009). Otro mecanismo propuesto es el aumento de las
concentraciones del factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (IGF-1)
(Dupont et al., 2003), este aumento se ha identificado en varios tipos de neoplasia,
incluyendo tumores renales (Psutka et al., 2014; Brahmkhatri et al., 2015). EI IGF-1
es una hormona sintetizada en el higado, es la encargada de la proliferacion celular,

esta molécula esta presente en su forma conjugada (IGFBP) en el torrente




sanguineo, por lo que su accién esta altamente regulada, lo que impide la constante
unioén a su receptor (IGF-R1). Un déficit en la produccion de IGFBP provoca que el

IGF-1 se encuentre de forma libre y provoque aumento en su actividad (Zelenko y
Gallagher, 2014; Huang et al., 2017).




Terapias antineoplasicas

Actualmente existen varios procedimientos que se utilizan para controlar, prevenir
o eliminar tumores, estos incluyen: la cirugia, la radiacion y la quimioterapia. La
quimioterapia es una mezcla de sustancias citotdxicas que modifican el ciclo celular
principalmente en las fases S (sintesis de ADN) y M (mitosis), este tipo de
tratamiento carece de especificidad por lo que afecta a todas las células (Chabner,
y Roberts, 2005). Debido a lo anterior, se han propuesto alternativas para
contrarrestar el desarrollo tumoral, un ejemplo de esto es el consumo de acidos
grasos poliinsaturados omega 3 (AGPI w-3) (Castro-Gonzalez, 2002). Los AGPI w-
3 son aquellas moléculas que en su estructura presentan una doble ligadura en el
tercer carbono (a partir del metilo) (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015). Se sugiere
que estas moléculas tienen propiedades benéficas para la salud, en especial en el
tratamiento de las neoplasias donde mitigan los efectos adversos de las
quimioterapias (Shahidi y Ambigaipalan, 2018). Incluso se ha propuesto que estas
moléculas previenen y limitan el crecimiento tumoral, aunque se desconoce los

mecanismos de accion de estos AGPI w-3 (Fuentes et al., 2018).




ANTECEDENTES

Existen reportes que establecen a la STZ como un agente quimico capaz de iniciar
el desarrollo de tumores en rindn tanto en ratas como en ratones. Gruys, et al.,
(2001) aplicaron una dosis de 200 mg/kg de STZ via intraperitoneal a ratones de las
cepas BALB/cNcr and C57BL/6Ncr, reportando un desarrollo de adenoma (25%) y
carcinoma (75%) en tejido renal en el 31% de la poblacion expuesta, en cambio
Vinerean, et al., (2011) utilizaron una dosis de 65 mg/kg de STZ y reportaron un

indice de desarrollo de neoplasia renal hasta en el 57% de la poblacién estudio.

Una de las caracteristicas que se ha asociado al desarrollo de los tumores es el
incremento en la fluidez de las membranas celulares. Existen estudios mediante
resonancia magnética del espin del electrén en cultivos celulares de tumores de
higado (Nakazawa y Iwaizumi, 1989), de mama (Zeiseg et al., 2007) y de ovario
(Oommen et al., 2016) donde se reporta un aumento en la fluidez membranal. Este
mismo parametro se ha medido mediante la utilizacion de la polarizacion de
fluorescencia del monitor fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) en células
neoplasicas de colon (Tavolari et al., 2012) e implantes tumorales (Kaur y Sanyal,
2010) encontrando un incremento de la fluidez membranal en comparacién con

células sanas del mismo érgano.

Otro de los parametros que se ha estudiado en células neoplasicas, ya sea in vitro
o in vivo, ha sido la composicion de acidos grasos. Meng, et al., en el 2004
reportaron una mayor concentracion de AG insaturados (acidos oleico, linoleico y
eicosapentaenoico) en lineas celulares de cancer (adenocarcinoma de colon,
adenocarcinoma de prostata, melanoma, carcinoma cervical, carcinoma de pulmon
y glioblastoma) en comparacion con las células sanas (fibroblastos embrionarios de

raton y fibroblasto de pulmon de humano).

Por otro lado, en estudios realizados por Mejia y colaboradores durante los ultimos
anos se ha observado que el uso de la STZ es un excelente método de induccion a
DMT2 en ratas neonatas con un porcentaje de eficiencia superior al 90%. Las

glicemias que presentan los animales en los estudios realizados se encuentran por




arriba de los 160 mg/dL en el 100% de los individuos. Asimismo, se ha descrito que
estas ratas diabéticas se caracterizan por una pérdida de peso, déficit en el control
de la glicemia y triglicéridos, disminucién del indice de fluidez, determinado por el
cociente de acidos grasos insaturados sobre saturados (I/S), en tejido hepatico y
cerebral, en mitocondrias de higado disminuye la fluidez y aumenta la
lipoperoxidacién. La finalidad de la generacién de un modelo de diabetes en ratas
ha sido el estudio del metabolismo de los acidos grasos en diferentes 6rganos
(placenta, higado, cerebro, rifdn, entre otros). Los resultados obtenidos demuestran
que existe un grado de asociacion entre la progresion de la diabetes y la
composicién de acidos grasos en los diferentes tejidos y sus correspondientes
mitocondrias. Ademas de lo anterior se ha observado que tanto la fluidez membranal
como el control de la respiracion mitocondrial se ven modificados en los animales
diabéticos comparados con animales normales. Con la finalidad de entender el
efecto que causa no sélo la patologia sino también algunos de los tratamientos
propuestos como el uso de acidos grasos omega 3 se ha implementado la utilizacién
de estos AG en diferentes esquemas de administracion tanto a animales sanos
como en ratas diabéticas encontrando que: existe una diferencia entre la
composicidén de acidos grasos en fantasmas de eritrocitos (Pérez-Hernandez, et al.,
2011; Vicentefio, 2018), placenta (Figueroa-Garcia MC et al., 2015), higado (Rivera,
2016; Perusquia, 2018; Campos, 2020) y cerebro (Avendafo, 2019; Figueroa-
Garcia, et al., 2020). En los anteriores estudios se analizaron ademas de la
composicidén de acidos grasos parametros importantes como: indice de fluidez (I/S),
fluidez de la membrana con los monitores fluorescentes DPiP y DPH, encontrando
que ambos factores incrementan en animales diabéticos, y que estos mismos
factores disminuyen con el tratamiento de AG de cadena larga y corta en animales
diabéticos pero teniendo el efecto contrario en individuos normales (Rivera, 2016;
Martifion, 2018; Pérez-Hernandez, et al., 2011).




JUSTIFICACION

Varios estudios han reportado que existen cambios en las propiedades
fisicoquimicas de las membranas en diferentes tipos de neoplasias, no obstante,
para las neoplasias que se desarrollan en el rifidn estos cambios no se han descrito.
Adicionalmente, se ha establecido que la diabetes mellitus tipo 2 y el desarrollo de
neoplasias, son patologias que se encuentran relacionadas, sin embargo, se
desconocen los mecanismos biologicos que las vinculan. En este trabajo nos
interesa comprender los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
membranas bioldgicas asociados al desarrollo de tumores renales en un modelo de
diabetes experimental tipo 2 en ratas Wistar. Asimismo, nos interesa entender la
participacion de los acidos grasos omega-3 de cadena larga en la promocion de

tumores renales en este modelo de diabetes.

HIPOTESIS

El consumo de acidos grasos omega 3 de cadena larga (EPA y DHA), a diferentes
esquemas de dosificacion, modifican la composicion de acidos grasos y la fluidez
lipidica de las membranas de células neoplasicas de rifion en ratas inducidas a

diabetes mellitus tipo 2 por estreptozotocina.




OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los acidos grasos omega 3 de cadena larga (DHA y EPA) en la
composicion de acidos grasos y fluidez lipidica de tumor renal en ratas inducidas a

diabetes mellitus tipo 2.

Objetivos Particulares

e Determinar la composicion de los acidos grasos en diferentes secciones de
tumor renal de ratas diabéticas tipo 2, suplementadas con acidos grasos

omega 3 de cadena larga.

e Determinar la fluidez lipidica de diferentes secciones de tumor renal de ratas

diabéticas tipo 2 suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga.

e Estudiar los cambios macroscépicos y microscépicos del rifidn de ratas

diabéticas tipo 2 suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental

Se utilizaron 10 ratas hembras de la cepa Wistar de 4 meses de edad, con un peso
promedio de 250 g, albergadas, en forma individual en jaulas de polisulfonato con
un sistema de microaislamiento, con alimento (Labdiet 5012 Pet-Food ©) y agua
ad libitum y fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a 22 ° C, en el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

Se realizd frotis vaginal a las ratas para el diagndstico de estro, aquellas que
resultaron positivas cohabitaron con machos sanos de la misma estirpe, toda la
noche, para su apareo. Durante la mafana se realizo6 frotis vaginal para verificar si
hubo apareo. Las hembras positivas al apareo se albergaron de forma individual y
a los 12 dias post-coito, se confirmo la gestacion mediante palpacion (gravidez de
los cuernos uterinos). Las hembras positivas fueron mantenidas de forma individual
y monitoreadas hasta el parto, momento en el cual fueron seleccionados los
machos. Los animales de cada grupo fueron elegidos por un sistema

completamente aleatorizado para formar 4 grupos de 5 individuos cada uno.

Generacion del modelo de diabetes mellitus tipo 2 y tumor renal en ratas

Los animales de experimentacion fueron inducidos a diabetes mellitus tipo 2 a las
48 horas de edad, mediante la administracion de 125 mg de estreptozotocina
(STZ)/kg de peso corporal. La STZ se disolvié en 50 uL de amortiguador de citratos
a pH de 4.5 y se inyect6 por via intraperitoneal. Los animales se mantuvieron con la
madre hasta el destete (cuatro semanas de edad) y posteriormente se albergaron

en grupos de 5 en cajas de polisulfonato.
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Suplementacién con acidos grasos omega 3 de cadena larga

Los acidos grasos w-3 de cadena larga (EPA y DHA) fueron suplementados a una
dosis de 125mg/kg de peso, via oral, iniciando el tratamiento a los 30 dias de edad.
El esquema de dosificacion que se utilizo fue de 1, 3 o 7 dias por semana, con una
n de 5 animales por tratamiento y se sacrificaron dependiendo de estado de salud
que presentara cada grupo, teniendo una edad minima de 3 meses y una edad

maxima de 6 meses, como se muestra en la figura 1.

Ratas Wistar Macho
STZ (125mg/kg)

AG ®-3 de cadena larga
(125 mg/kg)

1 dia por 3 dias por 7 dias por
semana semana semana
Sacrificio Sacrificio Sacrificio
6 meses 3 meses 3 meses 6 meses
(STZ w-3CL 1ds 6m) (STZ w-3CL 3ds 3m) (STZ w-3CL 7ds 3m) (STZ w-3CL 7ds 6m)

Figura 1. Esquema de dosificacidén de acidos grasos omega 3 de cadena larga a

ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2.




Determinacién de los parametros fisiolégicos

Se realiz6 curva de tolerancia a la glucosa (CTG) mediante la administraciéon oral
(con sonda esofagica) de 2g de dextrosa/kg de peso en 1 mL de agua, previa
medicion de concentracion basal de glucosa sanguinea. Posterior a la
administracion de dextrosa, se realizaron mediciones de las concentraciones de
glucosa en sangre cada 30 minutos hasta 120 minutos, con un equipo Accutrend®
de Roche. Las mediciones de peso y glucosa se realizaron semanalmente y la CTG

una vez al mes.

Lineamientos de bioética

Para la realizacion de este estudio se siguieron las recomendaciones de la Norma
Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999) y AVMA Guidelines on Euthanasia (2007).

=
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Obtencion de muestras

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (45 mg/kg) vy
exsanguinados por puncion cardiaca. Los rinones se extrajeron y se resecaron para
su evaluacidn macroscépica (diagnéstico de tumores). Posteriormente los rifiones
se cortaron en secciones con la finalidad de obtener muestras de los diferentes
grados de crecimiento del tumor como se muestra en la figura 2. Ademas, se

tomaron muestras para realizar el estudio microscépico (histologia).

Parte interna del tumor (V)

Parte media del tumor (V)

Parte externa del tumor (llI)

Tejido de Transicion (I1)

Tejido Sano (1)

Figura 2. Secciones en las que fue divido el tejido y el tumor renal de ratas

inducidas a diabetes 2 y dosificacién de acidos grasos w-3 de cadena larga.




Procesamiento de las muestras

Extraccidén de lipidos de tejido normal y tumor neoplasico

Una vez diseccionadas las muestras, se extrajeron los lipidos de cada seccidn
mediante el método de Folch (1957), para lo cual, las muestras se pusieron en un
homogeneizador tipo Tenbroeck y se les adicioné 5 mL de la mezcla de cloroformo-
metanol (2:1), 5 mL de cloroformo y 5 mL de agua bidestilada, homogeneizando
entre cada adicion de solvente, al término, se obtuvo un sistema, de dos fases
(acuosa y cloroférmica), el cual fue filtrado. Por udltimo, se colectdé la fase
cloroférmica, en viales de vidrio de 20 mL, y se evapord el solvente bajo una

corriente de nitrégeno.

Obtencion de metil-ésteres de tejido normal y tumor renal

Para la obtencidén se metil-ésteres se utilizé el método de Morrison y Smith (1964),
primero se le adiciond 1 mL de cloroformo a los viales de vidrio que contenian las
muestras (para resuspender los lipidos extraidos), se tomaron alicuotas de
100 pL y se depositaron en viales de vidrio de 4 mL, consecutivamente, se evaporo
el solvente con nitrdgeno gaseoso. Posteriormente, a cada vial se les agregd
500 pL de trifloruro de boro [14%] en metanol, se colocaron a una atmdsfera de
nitrogeno por 15 segundos y se mantuvieron en bafio maria durante 30 minutos a
temperatura de ebullicion del agua. Una vez transcurrido el tiempo, los viales se
retiraron del bafio maria, se dejaron enfriar y se les adicion6 2 mL de hexano y 1
mL de agua bidestilada, con la finalidad de obtener dos fases. Finalmente, se
colect6 la fase hexanica y se vaporo el solvente con nitrégeno gaseoso; los viales

fueron almacenados a -20 °C y fueron protegidos de la luz para su posterior analisis.




Analisis de acidos grasos de tejido normal y tumor renal

Los metil-ésteres se resuspendieron en 50 yL de hexano y 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 encargada de la separacion de acidos grasos es una columna capilar
Omegawax de diametro interno de 0.25 mm y 30 m de longitud, el gas acarreador
fue nitrogeno. Se inyectaron 4 uL de muestra, la identificacion de acidos grasos se
realizd mediante la comparacién de los tiempos de retencion con metil ésteres
estandares y por el andlisis de las areas bajo los picos que presentaban los acidos

grasos registrados en el cromatograma. Los resultados se reportaron en mol%.

Medicion de fluidez lipidica de tejido normal y tumor renal

Para medir la fluidez, primero, fue necesario conocer el contenido de fosfolipidos
membranales los cuales se determinaron por el método de Bartlett (1959), como se
describe a continuacion. A los viales que contenian los lipidos extraidos, se les
agregaron 1 mL de cloroformo para resuspender los lipidos, se tomaron alicuotas
de 10 y 20 pL y se colocaron en tubos de ensaye, posteriormente se evaporo el
solvente con nitrégeno gaseoso, se les afiadid 0.5 mL de acido sulfurico (H2SO4)
[10 N] para después calentarse a 160 °C durante 4 horas. Se dejaron enfriar y se
les adicionaron 100 uL de perdxido de hidrogeno (H20:2) [30%] y se calentaron
nuevamente por 2 horas mas. Se elaboré una curva patrén con una solucidon
estandar [1 ug/mL] de fésforo inorganico (Pi), los intervalos de la curva fueron de
0.5 mL de 0 hasta 4mL, a cada tubo se les agregd 0.5 mL de H2SO4 [10 N], 200 pL
de heptamolibdato [5%], 200 pL de reactivo de Fiske-Subbarow (preparado
semanalmente) y agua bidestilada hasta completar un volumen total de 5.3 mL;
entre cada adicion los tubos fueron homogeneizados y las muestras fueron
procesadas como blanco. Inmediatamente, los tubos se colocaron en bafio maria a
temperatura de ebullicién del agua durante 7 minutos y se midié su absorbancia a
una longitud de onda de 830 nm. Posteriormente se realizaron los calculos

pertinentes para determinar los pmoles de Pi contenidos en cada muestra.




Para la medicién de fluidez se formaron liposomas y se utilizé el monitor
fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH). EI DPH fue disuelto en dimetil
sulféxido a una concentracion final de 2mM, posteriormente se diluyé con etanol
hasta una concentracion de 0.2 uM. Los fosfolipidos fueron resuspendidos en 1 mL
de cloroformo, con los calculos realizados anteriormente, se tomaron los volumenes
pertinentes para obtener 0.05 pmoles de Pi y se vertieron en tubos de vidrio, se
evaporo el solvente con nitrégeno gaseoso, se adicion6 el DPH disuelto en etanol y
se evapord nuevamente el solvente, posteriormente el contenido se resuspendio en
0.5 mL de PBS, se introdujo por 5 minutos en un sonicador de bafio AS2060B
Autosciencice®, se dej6 reposar 30 minutos y se volvié a sonicar durante 5 minutos
mas. Por ultimo, se midio la polarizacién de fluorescencia en un espectrofluorémetro
Perkin Elmer LS55 equipado con portaceldas termostatizables y agitacion
independiente. Las muestras y el monitor fluorescente se manejaron a una relaciéon
500:1, por lo que las concentraciones finales fueron de 100 yM y 0.2 uM
respectivamente. El fluoréforo se excité a una A de 365 nm y la emisién fue leia a

una A de 440 nm a una temperatura constante de 23 °C.

Histologia

Las muestras se fijaron en formaldehido [10%] y se procesaron como se describe a
continuacion: los especimenes se cortaron de forma longitudinal y se colocaron
en cassettes para su posterior inclusidon. Se realizaron cortes de 7 um y se tifieron
con hematoxilina-eosina. Por ultimo, los cortes se observaron en un microscopio
optico Zeiss modelo Axiostar equipado con un objetivo 40x acromatico con apertura

numeérica 1.25, acoplado a una camara Canon y programa EOS-1000D.




RESULTADOS

Peso

En el presente estudio se observé que el peso promedio de las ratas diabéticas tipo
2 suplementadas con AG w-3 CL se encuentra en un rango que va de 273 a 407 g
en el grupo dosificado 3 dias por semana (STZ w-3CL 3 d/s) y de 286 a 401 g al
grupo que fue dosificado 7 dias por semana (STZ w-3CL 7 d/s) a los 3 meses de
edad. A los 6 meses de edad se observa una diferencia de 193 g en los animales
del grupo con AG 1 dia por semana (STZ w-3CL 1 d/s) y de 151 g en el grupo con
esquema de 7 dias por semana (STZ w-3CL 7 d/s) entre el valor mayor y el menor
en ambos grupos. El incremento de peso varia hasta 438 g (6m) en los animales
que recibieron una dosis por semana, 353 g (3m) en el grupo con tratamiento de 3
dias por semana y por ultimo de 300 g (3m) y 406 g (6m) en el grupo con tratamiento
de 7 dias por semana (figura 3A). Es importante sefialar que la mayoria de los
individuos que presentaron tumor (rata 3 del grupo STZ w-3CL 1 d/s 6m, rata 5 del
grupo STZ w-3CL 3 d/s 3m, ratas 4 y 5 del grupo STZ w-3CL 7 d/s y ratas 3 y 4 del
grupo STZ w-3CL 7 d/s 6m) tienen una menor ganancia de peso (g) respecto a los

individuos sanos de su misma estirpe y edad (figura 3B).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de ratas inducidas a diabetes tipo 2,
suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga. A) Promedio; B)
Valores Individuales. En negro ratas diabéticas sin tumor y en rojo ratas diabéticas
con tumor. STZ w-3CL1ds 6m, ratas diabéticas tipo 2 de 6 meses de edad
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga 1 dia por semana; STZ w-
3CL3ds 3m, ratas diabéticas tipo 2 de 3 meses de edad dosificadas con acidos
grasos omega 3 de cadena larga 3 dias por semana; STZ w-3CL7ds 3m, ratas
diabéticas tipo 2 de 3 meses de edad dosificadas diariamente con acidos grasos
omega 3 de cadena larga; STZ w-3CL7ds 6m, ratas diabéticas tipo2 de 6 meses de
edad dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga.




Glucosa

El efecto de los AG w-3CL sobre la concentracion de glucosa en ratas inducidas a
DMT2 se puede observar en la figura 4. Los animales que fueron suplementados en
un esquema de un dia por semana (STZ w-3CL 1 d/s) presentan una diferencia de
4.7 veces entre el sujeto con menor concentracion (117 mg/dL) y el de mayor
concentracion (552 mg/dL) a los 6 meses de edad. Respecto a los animales que
fueron suplementados en razén de 3 dias por semana (STZ w-3CL 3 d/s) se observa
un incremento de 1.6 veces con un rango de 101 a 162 mg/dL a los 3 meses de
edad. Los animales que recibieron el suplemento en un esquema de 7 dias a la
semana tienen una diferencia de 1.4 veces a los 3 meses (286 y 401 mg/dL) y de
5.08 veces a los 6 meses (89 y 453 mg/dL) entre el mayor y el menor valor

encontrados.
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Figura 4. Concentracion de glucosa en sangre de ratas inducidas a diabetes tipo 2,
suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga. A) Promedio; B)
Valores Individuales. En negro ratas diabéticas sin tumor y en rojo ratas diabéticas
con tumor. STZ w-3CL1ds 6m, ratas diabéticas tipo 2 de 6 meses de edad
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga 1 dia por semana;
STZ w-3CL3ds 3m, ratas diabéticas tipo 2 de 3 meses de edad dosificadas con
acidos grasos omega 3 de cadena larga 3 dias por semana; STZ w-3CL7ds 3m,
ratas diabéticas tipo 2 de 3 meses de edad dosificadas diariamente con acidos
grasos omega 3 de cadena larga; STZ w-3CL7ds 6m, ratas diabéticas tipo2 de 6
meses de edad dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena

larga.
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Curva de Tolerancia a la Glucosa (CTG)

Una de las pruebas mas utilizadas para el diagndstico de la diabetes es la curva de
tolerancia a la glucosa. En el presente estudio se encontré que el 100% de los
animales inducidos son diabéticos debido a que el 50% incrementé la concentracion
de glucosa en sangre por arriba de 160 mg/dL a los 30 minutos después del desafio
con dextrosa (2 g/kg) en mas de tres ocasiones. El 50% restante incrementé la
glicemia por arriba de los 200 mg/dL mas de 4 ocasiones. Como se puede observar
en las figuras 5 (STZ w-3CL 1d/s 6m), 6 (STZ w-3CL 3d/s 3m), 7 (STZ w-3CL 7d/s
3m) y 8 (STZ w-3CL 7d/s 6m), mas del 50% de las veces en las que se realizé el
estudio los animales no alcanzaron el valor basal después de dos horas de iniciada

la prueba.
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Figura 5. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas tipo 2 de 6 meses
de edad y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga 1 dia por
semana. A) Promedio; B) Valores Individuales. En negro ratas diabéticas sin tumor
y en rojo ratas diabéticas con tumor.
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Figura 6. Curva de Tolerancia a la Glucosa de ratas inducidas a diabetes tipo 2 de
3 meses de edad y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga tres
dias a la semana. A) Promedio; B) Valores individuales. En negro ratas diabéticas

sin tumor y en rojo ratas diabéticas con tumor.
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Figura 7. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas, tipo 2 de 3 meses
de edad y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga. A)
Promedio; B) Valores Individuales. En negro ratas diabéticas sin tumor y en rojo

ratas diabéticas con tumor
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Figura 8. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas tipo 2 de 6 meses
de edad y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga. A)

Promedio; B) Valores Individuales. En negro ratas diabéticas sin tumor y en rojo
ratas diabéticas con tumor.




Incidencia de tumor renal

El desarrollo de tumor renal en ratas inducidas a DMT2 con STZ (figura 9) se
presentd en el 20% en los animales que recibieron dosificacién 3 dias por semana
(STZ w-3CL 3d/s) y del 60% en el grupo suplementado durante 7 dias por semana
(STZ w-3CL 7d/s) durante 3 meses. En los grupos suplementados durante 6 meses
se observo la presencia de tumor renal en el 60% de los individuos tanto en el grupo
que recibié un esquema de suplementacion de 1 dia por semana (STZ w-3CL 1d/s)
como en aquellos individuos a los que fueron suplementados 7 dias por semana
(STZ w-3CL 7d/s).
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Figura 9. Porcentaje de incidencia de tumor renal de ratas diabéticas tipo 2 con
diferente dosificacion de acidos grasos omega 3 de cadena larga. STZ w-3CL1ds
6m, ratas diabéticas tipo 2 de 6 meses de edad dosificadas con acidos grasos
omega 3 de cadena larga 1 dia por semana; STZ w-3CL3ds 3m, ratas diabéticas
tipo 2 de 3 meses de edad dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga
3 dias por semana; STZ w-3CL7ds 3m, ratas diabéticas tipo 2 de 3 meses de edad
dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga; STZ w-
3CL7ds 6m, ratas diabéticas tipo2 de 6 meses de edad dosificadas diariamente con
acidos grasos omega 3 de cadena larga.
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En la figura 10 se puede observar que el crecimiento de los tumores en ratas
diabéticas tipo 2 es variable, y el peso del 6rgano (0.4 g) incrementd en un rango de
0.15 a 0.48 g. Asimismo, se puede observar en la figura 10 en el 100% de los
individuos que desarrollaron tumor renal la neoplasia tiende a crecer en el polo
craneal del érgano. En el estudio macroscopico de los rifiones se encontrdé que la
consistencia del tumor (dureza) es mayor al tacto que en el tejido normal. También
se observé un gran numero de quistes (con abundante contenido de orina)
distribuidos dentro del tejido tumoral, la coloracion de este tejido es mas palida

comparada con el 6rgano normal.

A B
D
Figura 10. Fotografias del rifidén izquierdo de ratas inducidas a diabetes tipo 2 con

suplementacién diaria de acidos grasos w-3 de cadena larga de 6 meses de edad
(STZ w-3CL 7d/s 6m). A, rata 1; B, rata 2; C, rata 3; D, rata 4 y E, rata 5.




Estudio histopatolégico

Durante la necropsia, los animales presentaron estado de emaciaciéon de moderado
a severo, pelo hirsuto y piel queratinosa. En la inspeccion de los érganos se pudo
apreciar palidez del higado, rifones, bazo y corazon, intestino distendido con
materia fecal casi liquida. Pancreas hipoplasico de color rosa perlado y puntilleo
hemorragico. Cavidad abdominal con adherencias multiples en la zona renal
derecha, que se extienden hacia la zona caudal del higado y estomago y hacia la
linea media envolviendo al pancreas y la cara dorsal del bazo. El rifidn izquierdo del
50% de los animales en estudio presento crecimiento tumoral de entre 0.8 y 3.2 cm.
La masa tumoral era sélida, de color blanco nacarado, con multiples nodulos,
localizada en el polo craneal con expansion hacia la zona caudal (figura 10) en el
100% de los casos estudiados. A la diseccién del tumor se puede observar una

zona hemorragico-necrética en la porcion central interna, con abundante liquido.

En el estudio histopatolégico del crecimiento tumoral de rifion de ratas inducidas a
diabetes tipo 2 con STZ (125 mg/kg) se observa desarrollo neoplasico tanto en la
zona epitelial como en la medular en el 100% de los casos estudiados. En la figura
11A se puede observar el desarrollo de carcinoma renal caracterizado por la
presencia de células claras con citoplasma de aspecto finamente granular, palido y
espumoso. Asimismo el crecimiento celular es desordenado y células mitéticamente
activas, tumor mesenquimal (figuras 11B y 11C), laminas de células redondas o
fusiformes indiferenciadas dispuestas de forma libre, con escaso citoplasma de
contorno celular claro, nucleos hipercromaticos y mitosis moderada (figura 11B)
evidente en tumores de inicio o crecimiento de moderado a leve, areas quisticas y
nidos de células poligonales eosindfilas (crecimiento tumoral masivo),

empaquetadas con nucleos pleomoérficos (redondos u ovalados), escasa cromatina
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periférica y nucléolos centrales de caracter basdfilo y gran tamano. Ademas, se

pueden observar grandes quistes, areas de necrosis (figura 11 B).

Figura 11. Carcinoma Renal de Células Claras de ratas diabéticas tipo 2 dosificadas
con acidos grasos omega 3 de cadena larga. Tincion de Hematoxilina y Eosina. A,
10X; B, 10 X; C, 10X; D, 5X. = Zona de céluas claras.
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Composicion de acidos grasos

En los resultados obtenidos de la composicion de acidos grasos se puede observar
que existe una disminucién de los acidos grasos saturados de aproximadamente el
26.18% entre los grupos que recibieron la suplementacion de acidos grasos durante
3 meses (STZ w-3CL 3d/s, Tabla 2 y STZ w-3CL 7d/s, Tabla 3) comparados con
aquellos individuos que fueron suplementados por un periodo de 6 meses (STZ w-
3CL 1d/s, Tabla 1 y STZ w-3CL 7d/s, Tabla 4); independientemente del esquema
administrado. En el caso de los acidos grasos insaturados existe un incremento de
entre el 13.83 y del 16.52 en los individuos tratados por un periodo de 3 meses en

comparacién con aquellos que tenian un esquema de 6 meses.

Para comprender mejor el metabolismo de los acidos grasos en el tumor renal se
diseid un esquema para seccionar los tumores mediante el cual se obtuvieron 5
diferentes secciones las cuales corresponden a: tejido normal (1), tejido de transicion
(I), parte externa del tumor (lll), parte media del tumor (IV) y parte interna del tumor
(V), asimismo se consideré como tejido normal (I) a aquellos rifones que no
presentaron tumor. La composicion de acidos grasos de cada una de las secciones

de los tumores se analizé y describe de la siguiente manera:

En los resultados obtenidos en los animales que no presentaron desarrollo de tumor
en ninguno de los rifiones se puede observar que existe un incremento de 1.71
veces el contenido de acidos grasos saturados entre los individuos suplementados
durante 3 meses (de 36 a 37%) comparados con los que recibieron el tratamiento
con 6 meses (63.5%) este resultado es inversamente proporcional en el caso de los
acidos grasos insaturados (61.5% 3 meses; y 34.5% 6 meses). En los rifiones
donde se desarroll6 el tumor se observa que la misma seccion (l) la composicion de
acidos grasos saturados (desde 37 hasta 44%) es siempre menor que la de los
acidos grasos insaturados (desde 54 hasta 62%) independientemente del esquema

y tiempo de dosificacion.




Respecto a la seccidn denominada de transicidén (ll) se puede observar que la
composicién de acidos grasos saturados es menor (15.4% STZ w-3CL 3ds 3m,
20.61% STZ w-3CL 7ds 3m, 19.45% STZ w-3CL 1ds 6my 8.38% STZ w-3CL 7ds
6m) que la de los insaturados independientemente del tipo de esquema y duracion
del tratamiento. Para la parte externa del tumor (lll) se puede observar un
comportamiento semejante a la seccion Il (20.6%, 14.63%, 1.41% y 12.12%
respectivamente); sin embargo, es importante sefalar que mientras que en la
seccion |l los grupos STZ w-3CL 7ds 3my STZ w-3CL 1ds 6m tienen la mayor
diferencia entre los acidos grasos saturados e insaturados ésta es inversa en los
mismos grupos en la parte externa del tumor (lll). En la parte media del tumor (IV)
se puede observar un comportamiento parecido al de la seccion | (de los animales
que no desarrollaron tumor) donde en los grupos STZ w-3CL 3ds 3my STZ w-3CL
7ds 6m la concentracion de acidos grasos saturados es menor (11.59% y 5.66%
respectivamente) mientras que en los grupos STZ w-3CL 7ds 3my STZ w-3CL 1ds
6m tienen una menor concentracién de estos mismos acidos grasos (3.78% y 3.22%
respectivamente). Los resultados de la secciéon interna del tumor (V) son muy
parecidos a los de la seccion Il observandose una disminucién de la concentracién
de acidos grasos saturados independientemente del esquema y tiempo de
tratamiento (21.42% STZ w-3CL 3ds 3m, 11.41% STZ w-3CL 7ds 3m, 0.53% STZ
w-3CL 1ds 6m y 7.35% STZ w-3CL 7ds 6m). Es importante sefalar que en los
animales que recibieron el tratamiento de 1 dia por semana durante 6 meses parece
no haber diferencia entre la concentracion de acidos grasos saturados y los

insaturados.

Los resultados del indice de fluidez obtenidos como un cociente entre los acidos
grasos saturados y los insaturados (I/S) muestran que existe una menor fluidez
(2.66 veces) en el tejido sin desarrollo tumoral (l) en los individuos que recibieron
un esquema de suplementaciéon de 7 dias 6 meses (STZ w-3CL 7ds 6m), este
mismo fendmeno se presenta, con menor intensidad (1.15 veces), en el tejido renal
cuando hay desarrollo tumoral. Analizando las diferentes secciones del tumor se
observo que en el tejido de transicion (1) y la parte interna del tumor (V) la fluidez

es mayor en los grupos de 3 meses cuando se incrementa el numero de dias de
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suplementacién de AG w-3CL a los individuos y tiene un efecto inverso a los 6
meses, mientras que en las partes externa y media del tumor (Il y IV
respectivamente) el indice de fluidez tiende a ser menor en los esquemas de 7 dias
3 meses (STZ w-3CL 7ds 3m) y de 1 dia 6 meses (STZ w-3CL 1ds 6m).

Los resultados del indice de fluidez (I/S) muestran que existe una menor fluidez
(2.66 veces) en el tejido sin desarrollo tumoral en los individuos que recibieron un
esquema de suplementacién de AG w-3CL de 7 dias 6 meses, este mismo
fendmeno se presenta, con menor intensidad (1.15 veces), en el tejido renal cuando
hay desarrollo tumoral. Analizando las diferentes secciones del tumor se observé
que en el tejido de transicion (Il) y la parte interna del tumor (V) la fluidez es mayor
en los grupos de 3 meses cuando se incrementa el numero de dias de
suplementacién de AG w-3CL a los individuos y tiene un efecto inverso a los 6
meses, mientras que en la parte externa del tumor (Ill) y la parte media del tumor
(IV) el indice de fluidez tiende a ser menor en los esquemas de 7 dias 3 meses y de

1 dia 6 meses.
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Tabla 1. Composicion de acidos grasos (mol%) de diferentes secciones del tumor y el tejido normal de rifidén de ratas inducidas a diabetes tipo 2 de 6 meses de edad, con
suplementacion de acidos grasos omega 3 de cadena larga 1 dia por semana (STZ w-3CL 1ds 6m)

Acidos s Rata 1 Rata 2 Rata 3
| ] [} \') | ] ] \) \) I Il ] \") \'}
Miristico (14:0) 0.7910.04 2.83+0.27 2.22+0.28 1.24+0.07 0.76£0.04 1.22+0.13 1.69+0.03 2.06+0.08 2.25+0.06 0.60+0.06 0.54+0.01 1.85%0.15 1.80x0.50 1.53+0.49
Pentadecanoico (15:0) | | 0.29+0.06 0.92+0.10 0.56+0.03 0.35+0.03 0.25+0.04 0.23+0.03 0.35+0.05 0.33+0.004 0.50+0.03 0.17£0.01 0.29+0.01 0.34+0.07 0.52+0.19 0.35+0.11
Palmitico (16:0) 21.37+0.06 27.50+0.06 26.55+0.59 20.18+0.46| |20.00+0.24 21.93+0.19 25.70+0.57 26.48+0.88 25.20+2.11| |20.11+0.53 18.65+0.52 30.57+1.09 28.31+3.36 33.79+2.76
Palmitoleico (16:1) 0.75+0.39 3.46+0.24 1.48+0.42 1.24+0.13 0.97+0.07 1.08+0.16 1.57+0.48 2.30+1.04 1.96+0.16 0.30+0.08 0.54+0.11 1.17+0.02 1.33+0.04 1.46+0.19
Heptadecanoico (17:0) | | 0.41+£0.06 0.72+0.23 0.59+0.19 0.37+0.09 0.40£0.04 0.23£0.17 0.58+0.10 0.59+0.08 0.55+0.14 0.34£0.17 0.34+0.05 0.90+0.12 0.60+0.13 0.63+0.30
Estearico (18:0) 22.59+0.71 15.80+0.58 11.61+0.66 17.39+0.36| | 19.39+0.36 11.71+£0.62 17.28+0.90 17.06+£0.37 18.04+0.71| | 18.08+0.46 12.50+0.67 19.63+0.73 20.31+3.55 21.33+2.35
Oleico (18:1) 9.05+0.91 26.09+0.84 22.15+1.59 16.61+0.16| [12.71+1.08 30.56+1.89 23.61+0.92 23.64+2.0 24.66+0.69| |12.69+0.38 19.15+0.50 27.39+1.38 9.98+2.66 24.43+6.35
Linoleico (18:2) 9.84£0.54 7.36+0.97 13.34+0.95 12.02+1.18| |11.96+0.71 21.78+0.78 8.25+0.63 5.14+043 7.0+0.68 16.89+0.30 20.85+0.16 3.01£0.52 1.11£0.59 2.53+0.16
Linolénico (18:3) 0.20+0.17 0.23+0.10 0.49+0.18 0.13%£0.05 0.20+0.11 0.49+0.12 0.19+0.08 0.19+0.07 0.18%0.10 0.16+0.02 0.34+0.08 0.54+0.15 0.37+0.17 0.53+0.33
Araquidico (20:0) 0.95+0.11 0.5+0.17 0.33x0.12 0.17+0.05 0.18+0.05 0.20£0.09 0.30+0.11 0.34+0.11 0.38+0.05 | |0.16+£0.007 0.16+0.04 0.40+0.05 0.39+0.08 1.20+0.40
Eicosaenoico (20:1) 247+0.12 0.46+0.14 6.36£0.28 0.22+0.11 0.22+0.10 0.24+0.05 0.53+0.14 0.56+0.07 0.86%0.04 0.29+0.07 0.21+0.07 0.83+0.44 9.91+0.23 0.38+0.23
Araquidonico (20:4) 20.20+0.74 4.98%+1.27 2.63+0.60 20.66+0.90| |25.22+2.21 6.65+0.91 11.13+0.78 10.25+1.30 8.93+1.46 | |20.61+0.26 17.0+2.23 2.41+0.63 1.66+0.86 2.78+0.75
EPA (20:5) 0.75+0.09 1.49+0.56 1.22+0.41 1.53+0.40 0.72+0.33 0.24+0.11 0.50+0.22 0.73+0.34 0.59+0.15 0.42+0.03 0.55+0.06 0.83+0.44 2.13+2.62 0.72+0.69
Erucico (22:1) 0.20+0.09 0.72+0.10 0.24+0.04 0.40+0.05 0.48+0.10 0.19£0.09 0.27+0.08 0.60+0.32 0.54+0.09 0.24+0.04 0.21+0.02 0.88+0.23 1.06+0.93 0.79+0.18
Lignocérico (24:0) 1.48+0.52 0.73+0.14 0.51£0.06 1.19+0.21 1.17£0.25 0.48+0.09 1.06£0.07 0.94+0.14 0.97+0.07 1.71£0.13 1.74+0.24 1.12+0.31 1.08+0.23 4.06+0.23
DHA (22:6) 5.27+0.16 5.60+0.41 6.55+0.73 5.07+0.18 2.66+1.12 1.7720.25 3.26x0.18 3.76+0.15 4.33+0.06 6.27+0.07 5.18+0.33 7.59+0.23 21.01%1.32 2.68+0.72
NI 3.37+0.82 0.77+0.28 3.19+0.50 1.22+0.31 271112 1.0£0.23 3.42+0.56 5.02+0.33 3.06+0.05 0.96+0.45 1.73+0.57 0.49+0.28 0.81+0.25 0.90+0.44
Saturados 47.88+0.75 48.85+0.86 42.36+0.79 40.89+0.59( |42.15+0.46 36.0+0.74 46.97+1.31 47.80+0.75 47.90+2.18| |41.17£0.51 34.24+1.19 54.85%+1.15 49.83+7.62 59.42+5.24
Insaturados 48.74+0.20 50.38+0.88 54.46+0.34 57.89+1.42| [55.14+0.93 63.0+0.84 49.31+1.06 47.19+0.49 49.03+2.14| |57.88+0.45 64.04+1.76 44.66+0.91 49.36+7.37 39.68+5.51
IS 1.02+£0.02 1.03+0.04 1.29+0.03 1.42+0.04 1.31+£0.02 1.75+0.06 1.05+0.05 0.99+0.03 1.03+£0.09 141+0.03 1.87+0.12 0.81+0.03 0.99+0.30 0.68+0.15

I, tejido normal; Il, tejido de transicion; Ill, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico;
NI, no identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos insaturados sobre acidos grasos insaturados). n = 3, se realizaron 3 inyecciones en el cromatografo de gases.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos (mol%) de diferentes secciones del tumor y el tejido normal de riidn de ratas inducidas a diabetes tipo 2 de 3 meses de edad, con
suplementacion de acidos grasos omega 3 de cadena larga 3 dias por semana (STZ w-3CL 3ds 3m)

Acidos grasos Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5
| | | | | | ]} v \'}
Miristico (14:0) 0.48+0.10 0.48+0.02 0.73+0.16 0.56+0.04 0.69+0.03 0.38+0.01 0.59+0.02 0.54+0.06 0.60+0.06
Pentadecanoico (15:0) | | 0.22+0.02 0.18+0.02 0.18+0.06 0.22+0.01 0.24+0.02 0.21£0.01 0.17+0.02 0.18+0.04 0.16+0.05
Palmitico (16:0) 19.78+0.33 | | 21.54+£0.94 | 21.82+1.75| |17.91£1.45| |20.46+0.97 21.22+1.28 21.70£1.74 21.17£1.71 22.98%+1.42
Palmitoleico (16:1) 1.36+£0.92 1.25+0.84 3.02+0.32 0.43+0.05 0.54+0.07 0.56+0.49 1.25+0.79 0.89+0.16 0.95+0.13
Heptadecanoico (17:0) | | 0.31+£0.06 0.27+0.06 0.27+0.02 0.29+0.06 0.32+0.07 0.31x0.05 0.22+0.01 0.28+0.20 0.12+0.01
Estearico (18:0) 13.68+0.59 14.99+0.46 11.85+0.48 | [13.20+0.30| (14.10+0.42 17.37+0.64 14.64+0.62 18.84+2.15 13.62+1.33
Oleico (18:1) 18.08+0.18 19.12+1.33 | |22.50+2.62| (17.63+2.48| |18.94+1.05 11.94+0.57 20.60+1.10 19.76%£1.19 21.39+0.87
Linoleico (18:2) 21.39+1.70 17.10+£2.36 | |22.09+0.09| [20.67+0.36| |21.13+0.74 15.85+1.55 14.66+1.12 7.16+0.53 8.40+0.17
Linolénico (18:3) 0.33+0.03 0.20+0.04 0.39+0.04 0.35+0.05 0.32+0.03 0.11+0.01 0.17+0.04 0.03+0.01 0.11+0.01
Araquidico (20:0) 0.08+0.01 0.17+0.04 0.15+0.03 0.14+0.04 0.11+0.03 0.21+0.05 0.31+0.04 0.38+0.17 0.16+0.03
Eicosaenoico (20:1) 0.09+0.02 0.26+0.04 0.20+0.09 0.18+£0.05 0.14+0.09 0.16%0.04 0.26+0.05 0.28+0.05 0.40+0.07
Araquidonico (20:4) 19.87+1.26 15.36+0.71 12.01+0.67 | [22.7240.87 | |17.39+1.27 24.39+2.39 19.81+1.22 22.39+4.24 24.72+3.44
EPA (20:5) 0.37+0.12 0.49+0.22 0.57+0.13 0.42+0.18 0.37+£0.03 0.53+0.43 0.22+0.04 0.72+0.16 0.46+0.19
Erucico (22:1) 0.01+0.01 0.13+0.16 0.07+0.01 0.05+0.01 0.06+0.04 0.04+0.01 0.04+0.01 0.07+£0.005 0.06+0.01
Lignocérico (24:0) 0.80+0.16 1.60+£0.18 1.06+£0.24 1.11£0.30 0.92+0.14 1.50+0.25 1.28+0.14 1.34+0.32 0.77+0.02
DHA (22:6) 2.25+0.03 5.07+0.17 2.23+0.34 2.64+0.07 257+0.12 3.08+0.20 2.50+0.34 3.05+0.42 3.36+0.17
NI 0.91+0.48 1.79+0.60 0.87+0.25 1.49+0.28 1.17+£0.52 2.15+047 1.61+0.54 2.93+1.22 1.75+0.43
Saturados 35.33+1.03| | 39.24+0.95 36.05+2.12| | 33.42+1.90| [36.84+1.35 41.20+1.82 38.90+1.83 42.74+4.13 38.42+2.75
Insaturados 63.76+x1.42| | 58.97+0.92 | |63.08+2.34 | |65.09+2.15| [61.99+0.92 56.65+2.10 59.50+2.31 54.33+3.11 59.84+3.06
IS 1.81+0.09 1.504£0.06 1.76+£0.16 1.95+0.18 1.6840.09 1.38+0.11 1.53+0.13 1.28+0.21 1.57+0.20

I, tejido normal; Il, tejido de transicion; I, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico;

NI, no identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos insaturados sobre acidos grasos insaturados). n = 3, se realizaron 3 inyecciones en el cromatografo de gases.
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Tabla 3. Composicion de acidos grasos (mol%) de diferentes secciones del tumor y el tejido normal de rifidén de ratas inducidas a diabetes tipo 2 de 3 meses de edad, con
suplementacion diaria de acidos grasos omega 3 de cadena larga (STZ w-3CL 7ds 3m)

Acidos grasos Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5
| | | Il n-v | Il [} v \' ] [} v \'}
Miristico (14:0) 0.56+0.09 0.34+0.01 0.43+0.04 0.45+0.04 0.73+0.09 0.36+0.04 0.42+0.06 0.72+0.01 1.16+0.14 1.13+0.03 | | 0.39+0.03 1.03+0.03 1.24+0.02 0.77+0.34
Pentadecanoico (15:0) 0.31+0.08 0.25+0.04 0.18+0.09 0.24+0.03 0.36+0.02 0.2840.03 0.18+0.05 0.34+0.01 0.37+0.07 0.31+0.09 | | 0.26+0.04 0.50+0.15 0.90+0.19 0.42+0.14
Palmitico (16:0) 19.67+0.89 18.26+0.92 | |18.17+0.99 19.65+0.15 22.06+1.73| |21.03+0.85 19.21+0.85 20.35+0.50 25.44+0.96 23.10+1.14| [18.54+0.12 21.90+1.02 25.98+1.10 22.88+0.96
Palmitoleico (16:1) 0.45+0.03 0.30+£0.05 0.87+0.16 0.81+0.08 1.22+0.15 0.70£0.09 0.49+0.07 1.97+0.17 2.12+0.12 2.07+0.08 | | 0.46+0.05 1.76+0.54 2.45+0.56 2.81+0.27
Heptadecanoico (17:0) 0.16x0.09 0.25+0.06 0.28+0.10 0.35%0.14 0.30+0.02 0.39+0.02 0.21£0.11 0.24+0.08 0.55+0.09 0.31+0.01 0.26£0.02 0.27+0.09 0.31+0.03 0.45+0.13
Estearico (18:0) 13.27+1.08 18.06+1.01 17.04+0.72 19.40+0.63 15.06+0.93| |17.27+0.46 16.67+0.32 22.17+1.17 17.30+0.31 15.38+1.50| [14.94+0.32 14.95+2.18 24.34+2.01 15.63+2.31
Oleico (18:1) 9.97+1.39 9.73+0.14 8.85+0.75 12.78+0.33 13.60+1.81| |10.41+0.64 11.47+0.37 14.15+0.61 20.64+1.31 18.65+1.05| [10.23%1.10 15.57+0.08 23.71+£1.11 17.19+0.42
Linoleico (18:2) 16.11+2.30 17.46+1.12 18.87+1.0 16.71+x0.59 16.31+£1.94| |(17.87+0.55 17.44+1.75 12.83+x1.0 12.52+0.33 13.75+2.32| [16.12+0.65 13.03+0.53 4.56+0.42 13.37+1.42
Linolénico (18:3) 0.12+0.05 0.07+0.01 0.06£0.01 0.08%0.04 0.06+0.01 0.10£0.04 0.12+0.04 0.10+0.01 0.28+0.13 0.12+0.03 | | 0.05+0.01 0.20+0.06 0.036+0.14 0.23+0.12
Araquidico (20:0) 0.12+0.06 0.05+£0.001 0.09£0.04 0.27+0.10 0.17+0.06 0.19£0.09 0.16£0.08 0.57+0.11 0.25+0.07 0.30+0.12 | | 0.15+£0.02 0.46+0.14 0.32+0.05 0.32+0.08
Eicosaenoico (20:1) 0.09+0.03 0.10£0.02 0.12+0.05 0.31£0.18 0.18+0.02 0.10£0.05 0.15£0.08 0.44+0.07 0.37+0.22 0.37+0.04 | | 0.61+£0.21 0.52+0.11 1.33+0.27 0.44+0.09
Araquidonico (20:4) 35.28+4.09 29.03+0.27 | |26.58+1.26 22.62+0.57 23.57+6.50| [23.06+2.05 24.50+1.57 21.06+0.36 9.82+1.03 15.53+2.36| | 30.22+2.0 18.03+3.25 6.26%+1.65 15.35+1.51
EPA (20:5) 0.52+0.12 0.87+0.19 0.99+0.11 0.62+0.36 0.725+0.60| | 1.03+0.47 0.88+0.08 0.69+0.08 3.20+0.55 0.82+0.35 | | 0.64+0.07 4.48+1.36 1.16x0.07 1.0+0.26
Ertcico (22:1) 0.08+0.02 0.08+0.01 0.13+0.03 0.08+0.01 0.14+0.05 0.61+0.38 0.06+0.01 0.25+0.08 1.57+0.20 1.80+£0.57 | | 0.03+£0.01 0.24+0.07 0.40+0.07 0.40+0.04
Lignocérico (24:0) 0.46+0.05 1.11£0.25 1.94+0.28 1.27+0.26 1.71+£0.06 1.33+0.21 1.78+0.30 2.71+0.08 1.57+0.20 1.80%0.57 1.39£0.09 1.54+0.30 2.42+0.80 2.01+0.21
DHA (22:6) 1.92+0.21 3.32+0.50 4.27+0.68 2.51+0.29 2.43+0.19 3.73+0.42 3.85+0.51 3.50+0.31 2.07+0.23 1.94+0.71 4.15+0.35 2.95+1.33 2.97+0.37 2.83+0.57
NI 0.89+0.63 0.73+0.19 1.11£0.11 1.84+0.46 1.38+0.67 1.53+0.53 2.41+0.61 6.31£1.55 1.95+0.61 303.1.90 1.56£0.40 4.39+3.39 1.29+0.70 3.90+1.40
Saturados 34.56+0.88 38.32+1.12 | |38.14£1.49 41.63+0.63 40.391£2.79| |40.86£1.05 38.60+0.31 39.52+0.65 46.64+0.66 42.64+3.03 | |35.93+0.40 40.50+1.86 55.51£0.45 42.48+3.48
Insaturados 64.55+1.30 60.95+0.99 | |60.75£1.52 56.52+1.09 58.24+2.80| |57.61£0.90 58.96+0.80 54.17+1.74 51.41£1.08 54.32+4.82| |62.52+0.58 55.11+4.23 43.19+£0.48 53.62+2.78
IS 1.87+£0.08 1.59+0.07 1.60£0.10 1.36x0.05 1.45+0.17 1.41+£0.06 1.53x0.03 1.37£0.06 1.10+£0.04 1.28+0.21 1.74£0.03 1.36x0.15 0.78+0.01 1.27+0.16

I, tejido normal; 1, tejido de transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico;
NI, no identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos insaturados sobre acidos grasos insaturados). n = 3, se realizaron 3 inyecciones en el cromatografo de gases.
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Tabla 4. Composicion de acidos grasos (mol%) de diferentes secciones del tumor y el tejido normal de rifidén de ratas inducidas a diabetes tipo 2 de 6 meses de edad, con
suplementacion diaria de acidos grasos omega 3 de cadena larga (STZ w-3CL 7ds 6m)

Acidos grasos Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4
| | [} | | [} \Y \' | | ] \Y) \'}
Miristico (14:0) 0.34+0.02 | | 0.84+0.04 0.40+0.01 0.67+0.02 1.72+0.27 0.83+0.11 1.66+0.22 0.66+0.15 | | 0.64+0.14 0.67+0.14 0.72+0.16 1.37+0.03 0.47+0.03
Pentadecanoico (15:0) | | 0.16+0.01 0.31£0.03 0.33+£0.03 0.19+0.01 0.57+0.26 0.33£0.19 0.40+0.04 0.22+0.02 0.41+0.16 0.21+£0.06 0.19+0.04 0.39+0.08 0.38+0.06
Palmitico (16:0) 27.89+0.79| |22.96+£2.06 20.31+1.30| |19.36+0.49 27.69+0.50 19.88+1.22 25.57+3.36 21.73+1.47| [21.76+0.89 20.59+1.38 22.13+0.53 22.89+0.48 23.13%1.17
Palmitoleico (16:1) 0.25+0.16 | | 0.85+0.51 1.78+1.31 0.81+0.22 2.61+0.27 0.91+0.11 2.04+0.96 0.72+0.14 | | 0.52+0.10 1.15£0.72 0.86+0.12 2.41+0.30 0.56+0.13
Heptadecanoico (17:0) | | 0.50+0.12 | | 0.34£0.02 0.31+0.23 0.27£0.05 0.55+0.17 0.21£0.11 0.40+£0.05 0.20£0.09 | | 0.40£0.15 0.34+0.07 0.31£0.10 0.32+0.14 0.54+0.05
Estearico (18:0) 27.76£1.74 | |18.18%1.24 17.15+1.16| |10.63+0.29 23.01£1.10 19.36+0.96 17.64+1.69 20.18+0.60| [19.07+0.79 16.35+1.24 17.14+0.67 18.48+1.04 19.54%1.01
Oleico (18:1) 7.42+1.29 | [16.06£2.73 11.84+1.23| [25.56+0.59 19.33+1.38 13.28+1.87 17.02+2.02 12.39+0.73| | 9.80£0.67 15.53+0.30 17.53%£1.22 19.56+0.33 10.30+1.21
Linoleico (18:2) 6.94+0.60 | [10.60+1.08 16.49+0.36 | [23.62+0.31 5.97+0.96 13.37+0.15 9.17+0.63 12.60+0.89| [11.17+0.60 16.78+1.36 8.02+0.65 7.14+0.59 15.15+0.72
Linolénico (18:3) ND ND 0.16+0.03 0.45+0.07 0.37+0.21 0.11%£0.03 ND 0.21+£0.09 | | 0.60+0.20 0.19+0.08 0.32+0.06 0.25+0.12 0.15%£0.02
Araquidico (20:0) 0.98+0.04 | [ 0.18+£0.04 0.04+0.01 0.08+0.01 0.47+0.22 0.22+0.07 ND 0.26+0.03 1.49+0.29 0.10£0.01 0.20+0.01 0.43+£0.09 0.03+0.001
Eicosaenoico (20:1) 4.07+0.46 | | 0.29+0.02 0.10+0.03 0.27+0.01 0.61+0.21 0.17+0.03 ND 0.34+0.13 1.22+0.21 0.11£0.03 0.19+0.03 0.36+0.14 0.11+0.01
Araquidénico (20:4) 16.49+2.36 | | 18.0+4.95 17.0£1.22 | (13.18+0.35 8.20+3.65 22.75+1.89 14.89+1.43 21.97+2.86| [24.90+4.66 21.99+2.44 21.57+2.27 16.26x0.55 16.21+£0.5
EPA (20:5) 0.54+0.31 1.86+1.41 0.97+0.15 | | 0.68+0.34 1.82+0.58 0.73+0.31 1.89+0.84 0.54+0.13 | | 0.37+0.07 0.47+0.16 0.31+0.17 0.36+x0.25 1.24+0.23
Erucico (22:1) ND ND ND 0.03+0.01 0.62+0.05 0.13+0.05 0.81+0.28 0.18+0.07 | | 0.28+0.11 0.19+0.16 0.25+0.07 0.55+0.01 0.04+0.01
Lignocérico (24:0) 1.78+0.11 2.08+0.46 2.40+0.40 0.93+0.11 1.72+0.71 2.01£0.17 1.60+0.34 2.22+0.09 1.86£0.58 1.46+0.14 1.75+0.26 1.48+0.22 2.0+0.45
DHA (22:6) 3.24+0.51 3.56+0.36 1.02+0.14 | | 2.45+0.10 4.41+0.29 4.74+0.39 6.92+1.07 4.51+0.40 | | 3.54+0.18 3.05+0.48 4.29+0.16 4.34+0.54 9.04%1.22
NI 1.63+1.31 3.87+1.0 1.02+0.14 0.83+0.62 0.50+0.23 0.98+0.52 ND ND 1.97+0.27 0.8410.21 4.21+1.0 3.39+1.15 1.09+0.23
Saturados 59.43+£1.67 | [44.90+2.66 40.95+0.43| |32.12+0.75 55.72+1.56 42.84+0.73 47.27+2.27 45.46+1.91| |45.63+2.80 39.71+1.03 42.45+1.12 45.36+1.31 46.11£1.20
Insaturados 38.94+0.93| [51.40+1.67 58.04+0.57 | |67.05+0.65 43.95+1.86 56.18+0.79 52.73+2.27 53.46+1.56| |52.40+3.02 59.45+1.19 53.34+1.75 51.24+2.31 52.80+1.03
IS 0.6+0.03 1.15£0.10 1.42+0.03 | | 2.09+0.06 0.79+0.05 1.31+0.04 1.12+0.10 1.18%£0.08 1.15£0.14 1.50£0.07 1.26+0.07 1.13+0.08 1.15+0.05

I, tejido normal; 1, tejido de transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico;
NI, no identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos insaturados sobre acidos grasos insaturados). n = 3, se realizaron 3 inyecciones en el cromatografo de gases.

38




Analizando de forma aislada el acido araquidénico en la seccion | existe una
diferencia de 0.49 y 2.2 entre el tejido renal sin desarrollo de tumor mayor que el
tejido renal con desarrollo de tumor en los grupos STZ w-3CL 3ds 3m (Figura 13) y
STZ w-3CL 7ds 6m (Figura 15). Y menor (7.33%) en el grupo STZ w-3CL 7ds 3m
(Figura 14). No se tiene diferencia entre el entre el tejido renal sin desarrollo de
tumor y el tejido renal con desarrollo de tumor en el grupo STZ w-3CL 1ds 6m debido
a que todos los animales de este grupo presentaron desarrollo de tumor. En el
analisis de este mismo acido graso en las diferentes secciones del tumor se observo
que hay una correlacion positiva entre el tiempo y el tratamiento para la seccién Il,
una menor concentraciéon en el grupo esquema de 1 dia 6 meses (5.39%, Figura
12), un aumento a los 7 dias 6 meses (22.16%, Figura 15) y se mantiene la misma
concentracion en los tratamientos de 3 meses (19.5% en promedio, Figura 13 y
Figura 14). En las secciones |V y V se observa que a mayor dosificacion de AG w-
3CL menor concentracion de acido araquidonico en los animales de 3 meses en

cambio este resultado en los animales de 6 meses.

Acido Araquidénico (mol%)

Ef“ﬂﬁﬂmﬂﬂﬂﬁfv
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Figura 12. Acido araquidénico (mol%) de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga, un dia a la semana,
6 meses de edad (STZ w-3CL 1ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; I,

parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 13. Acido araquidénico (mol%) de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga tres dias a la semana de 3
meses de edad (STZ w-3CL 3ds 3m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; lll,
parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 14. Acido araquidénico (mol%) de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga de 3 meses de
edad (STZ w-3CL 7ds 3m). I, tejido normal; Il, tejido de transicion; lll, parte externa
del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 15. Acido araquidénico (mol%) de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga de 6 meses de
edad (STZ w-3CL 7ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; lll, parte externa
del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.




A partir de los datos obtenidos en las Tablas 1, 2, 3 y 4, se realizé un indice para
obtener indicios de la actividad de las acido graso desaturasas. El indice de
conversion de los acidos grasos palmitico y estearico a sus correspondientes acidos
grasos monoinsaturados (Figuras 16-23) se ve disminuido en los animales que
recibieron un esquema de dosificacion mayor (7 dias por semana) comparado con
aquellos con menor dosificacion por semana (1 y 3 dias) independientemente del

tiempo de tratamiento (meses).

El analisis del indice de conversion del acido palmitico a palmitoleico (P/P) en los
grupos STZ w-3CL 7ds 3m (Figura 18) y STZ w-3CL 7ds 6m (Figura 19) son de 6.07
y 7 veces menor, respectivamente, comparado con el grupo STZ w-3CL 3ds 3m
(0.07 P/P; Figura 17) en el tejido renal cuando no presenta tumor. Sin embargo, no
existe diferencia en este parametro cuando el tejido presenta tumor. En la seccion
del tejido de transicion (1) se puede observar que existe un incremento de 2.3y 1.4
veces en los tratamientos de 6 meses de duracion (Figura 16 y Figura 19) respecto
a los de 3 meses (0.03 P/P; Figura 17 y 18), en la parte externa del tumor (lll) se
puede observar que existe una disminucién de 0.01 y 0.02 en los esquemas de 1y
7 dias a los 6 meses (Figura 16 y 19) comparado con los tratamientos a los 3 meses
(Figura 17 y 18), en la seccion IV se observa un incremento de hasta 0.05 IP/P en
el tratamiento de 7 dias 3 meses y los de 6 meses, por ultimo en la seccion V
observamos un incremento de 0.07 P/P en el tratamiento de 7 dias 3 meses y de

0.03 en el tratamiento de 1 dia 6 meses.
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Figura 16. indice de conversién de &cido palmitico a palmitoleico en ratas inducidas

a diabetes tipo 2 y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga un dia
a la semana de 6 meses de edad (STZ w-3CL 1ds 6m). |, tejido normal; |1, tejido de

transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del

tumor.
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Figura 17. indice de conversién de acido palmitico a palmitoleico en ratas inducidas
a diabetes tipo 2 y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga tres dias
a la semana de 3 meses de edad (STZ w-3CL 3ds 3m). |, tejido normal; |1, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del

tumor.
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Figura 18. indice de conversién de acido palmitico a palmitoleico en ratas inducidas
a diabetes tipo 2 y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena
larga de 3 meses de edad (STZ w-3CL 7ds 3m). |, tejido normal; Il, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del
tumor.

0.16 -
0.14 i i i
0.12 i i i I
0.10 4 : :

0.08
0.06

ol o el el

| | 1n | v Y
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4

Figura 19. indice de conversién de acido palmitico a palmitoleico en ratas inducidas
a diabetes tipo 2 y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena
larga de 6 meses de edad (STZ w-3CL 7ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del
tumor.




El indice de conversion del acido estearico a oleico (E/O) en el tejido renal sin
presencia de tumor (1) disminuye hasta 5.4 veces en los animales con un esquema
de suplementacion de AG w-3CL 7 dias por semana respecto a aquellos individuos
que fueron suplementados Unicamente 3 dias por semana. Los resultados obtenidos
en los rinones que presentaron tumor muestran una disminucion de 2.4 veces entre
el tratamiento con 3 y 7 dias a los 3 meses y de 2.1 veces entre el tratamiento con
7y 1 dias a los 6 meses. En todos los casos existe un incremento del indice E/O en
el tejido normal que desarrollé el tumor. En el caso de las diferentes secciones del
tumor se encontré que en las secciones de la Il a la V se presenta una mayor
conversion de E/O en los animales con un tratamiento de mayor tiempo de duracion.
Analizando los datos por periodo de duracion de tratamiento se puede observar que
los individuos a los 3 meses el grupo de 3 dias tiene una mayor conversion mientras
que en los de 6 meses el grupo de 7 dias es el que presenta un mayor indice de

conversion.

Es importante sefalar que uno de los individuos (rata 3) perteneciente al grupo STZ
w-3CL 7ds 3m (Figura 22) presenta caracteristicas similares a la seccion Il de los
individuos del grupo STZ w-3CL 7ds 6m en su composicion de acidos grasos
saturados e insaturados (Tabla 3), a la seccion V (indice P/P; Figura 16) y IV indice
E/O; Figura 20) del grupo STZ w-3CL 1ds 6m y un indice de fluidez muy parecido a
los individuos del grupo STZ w-3CL 7ds 6m (Tabla 4), respecto al acido
araquidénico se encuentra representado por los individuos de su mismo grupo
(Figura 14).
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Figura 20. indice de conversién de acido estearico a oleico en ratas inducidas a
diabetes tipo 2 y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga un dia a
la semana de 6 meses de edad (STZ w-3CL 1ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del
tumor.
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Figura 21. indice de conversién de acido estedrico a oleico en ratas inducidas a
diabetes tipo 2 y dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga tres dias
a la semana de 3 meses de edad (STZ w-3CL 3ds 3m). |, tejido normal; Il, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del
tumor.
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Figura 22. indice de conversién de acido estearico a oleico en ratas inducidas a
diabetes tipo 2 y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena
larga de 3 meses de edad (STZ w-3CL 7ds 3m). |, tejido normal; Il, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del

tumor.
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Figura 23. indice de conversién de acido palmitico a palmitoleico en ratas inducidas
a diabetes tipo 2 y dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena
larga de seis meses de edad (STZ w-3CL 7ds 6m). |, tejido normal; I, tejido de
transicion; lll, parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del

tumor.
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Polarizacion de fluorescencia

Los resultados de la polarizacién de fluorescencia con el monitor fluorescente DPH
son explicados como una relacion inversamente proporcional a la fluidez lipidica, es
decir, a mayor polarizacion de fluorescencia del DPH menor es la fluidez lipidica. En
los rinones que no desarrollaron tumor (1) no presentan diferencia en la fluidez
lipidica en la seccién | de aquellos animales que si desarrollaron tumor. En la
seccion | se observa que aquellos animales que no presentaron desarrollo de tumor
presentan mayor polarizacion en comparacion con aquellos animales que si
desarrollaron tumor renal. Por otro lado, se puede observar que la fluidez lipidica
del tejido de transicién (1) y de las diferentes secciones en las que se dividié el tumor
renal (lll, IV y V) es mayor (hasta 0.078) en los grupos STZ w-3CL 1ds 6m (Figura
24)y STZ w-3CL 7ds 6m (Figura 27), en comparacién con los grupos STZ w-3CL
3ds 3m (Figura 25) y STZ w-3CL 7ds 3m (Figura 26).
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Figura 24. Polarizaciéon de Fluorescencia de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga un dia a la semana de 6
meses de edad (STZ w-3CL 1ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; I,
parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 25. Polarizaciéon de Fluorescencia de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga tres dias a la semana de 3
meses de edad (STZ w-3CL 3ds 3m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; ll,
parte externa del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 26. Polarizacion de Fluorescencia de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga de 3 meses de
edad (STZ w-3CL 7ds 3m). I, tejido normal; Il, tejido de transicion; lll, parte externa
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del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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Figura 27. Polarizacion de Fluorescencia de ratas inducidas a diabetes tipo 2 y
dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga de 6 meses de
edad (STZ w-3CL 7ds 6m). |, tejido normal; Il, tejido de transicion; lll, parte externa
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del tumor; IV, parte media del tumor; V, parte interna del tumor.
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DISCUSION

Modelo

En el presente estudio se trabajé con un modelo de tumor renal inducido mediante
la administracién de STZ (125 mg/kg) via intraperitoneal en ratas de la cepa Wistar
de 48 horas de edad. La literatura sefiala que existe un modelo de tumor renal en
ratas inducidas a diabetes mellitus con el uso de STZ con dosis de entre 20 y 65
mg/kg. El uso de esta toxina habia sido utilizado de manera frecuente para la
induccién de diabetes en roedores (Islam y Loots, 2009); sin embargo, en 1967
Arison y Faudale encontraron de manera fortuita que esta molécula ocasion¢é el
desarrollo de tumores renales en el 55% de los animales inducidos a diabetes con
lo que se inicid la indagaciéon de los efectos carcinogénicos de la STZ en ratas
(Mauer et al., 1974; Kazumi et al., 1978). Diversos autores han reportado que la STZ
genera tumor renal en hasta el 56% de la poblacion inducida a diabetes con dosis
de 65 mg/kg. Otros estudios realizados con la finalidad de desarrollar tumor renal
en ratas sugieren que dosis menores a 30 mg/kg no tienen efecto en el desarrollo
del tumor (Arison y Feudale, 1967; Mauer et al., 1974; Kazumi et al., 1978; Chiu-
Lan et al., 2010; Vinerean et al., 2011); sin embargo, Horton et al. (1977) reportan
una incidencia de tumor renal en el 42% de la poblacién expuesta con una dosis de
25 mg/kg. Cabe destacar que en el desarrollo del presente estudio no se observo
generacion de tumor en rifidn ni en otros érganos en ratas unicamente inducidas a
diabetes tipo 2, es decir, en aquellos animales que no recibieron suplemento de AG
w-3CL; en cambio, si se observd desarrollo tumoral de hasta en el 50% de la
poblacion inducida a DMT2 cuando recibieron el suplemento de AG w-3CL, este
fendmeno probablemente esté asociado a la estimulacion que éstas moléculas
ejercen en la regulacion genética y la sintesis de proteinas de algunas células
previamente estimuladas para el desarrollo de cancer (Vicinguerra et al., 2009).
Asimismo, se ha observado que los AG w-3 tienen un efecto positivo en la sintesis
y liberacién de la insulina en modelos de diabetes tipo 2 en ratas (Flachs et al.,
2014), por lo que probablemente uno de los factores de interés en modelos de este

tipo deberia de enfocarse al estudio de esta hormona.




La dosis de STZ utilizada en este trabajo para la induccion de diabetes fue 1.9 veces
mayor que la dosis maxima utilizada en los modelos de induccion a tumor renal con
STZ en ratas adultas (>2 meses de edad), las cuales desarrollaron los tumores (de
4 a 220 mm) a los 8 meses después de inducidas. Es importante senalar que el
desarrollo de los tumores en los animales suplementados con AG w-3CL, en el

presente estudio, se observan desde los 3 meses de edad de 0.6 hasta 3.8 cm.

Se deduce que el desarrollo de los tumores en este modelo esta relacionado con
factores como el sexo (8.3%hembras y 38% machos) (Mauer et al., 1974), la dosis
utilizada de STZ (Arison y Feudale, 1967; Mauer et al., 1974; Kazumi et al., 1978;
Horton et al., 1977; Chiu-Lan et al., 2010; Vinerean et al., 2011), la edad de
induccion (>2 meses) (Arison y Feudale, 1967; Mauer et al., 1974; Kazumi et al.,
1978; Horton et al., 1977; Chiu-Lan et al., 2010; Vinerean et al., 2011) 48 hrs (el
presente trabajo), la cepa de ratas (Sprague Dawley 38-46%, Wistar 14-42%, Lewis
strain 8.3-29%) y el periodo post induccion (>8 meses) (Arison y Feudale, 1967;
Mauer et al., 1974; Kazumi et al., 1978; Horton et al., 1977; Chiu-Lan et al., 2010;
Vinerean et al., 2011) y menor a 6 meses (el presente trabajo), la via de
administracion (i.v, i.p) y la glicemia (Tabla 5). Ademas de los anteriores factores
inherentes a la fisiologia del individuo existen los factores externos como el uso de
agentes moduladores de la generacion de diabetes como nicotidamida y la
picolinamida (Kazumi et al., 1978) que inhiben el desarrollo de tumores o los AG w-

3CL que lo estimulan como se observa en los resultados del presente trabajo.
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Tabla 5. Incidencia de tumor renal

. Tiempo de -
. Porcentaje de .. | Tamafo
Edad Dosis de . |Glucosa - generacién
Autores Cepaderatas | n [Peso(g)|Sexo Via generacion de del tumor
(meses)| STZ (mg/kg) (mg/dL) o de tumor
tumor (%) (mm)
(meses)
Arisony
Feudale, Holtzman 20 NE NE NE 50 NE NE 55% >8 4a5
1967
Sprague-Dawley| 29 38
Mauer etal, 13| 100 |[d-9| 1 65 iv. | >250 83 >8 NE
1974 Lewis strain
45 29
11 30 0 - -
12 40 0 - -
10 50 0 - -
17 65 0 - -
Kazumi et . 65 + .
al,, 1978 Wistar 22 |180-200 & 1 nicotinamida | V- | >200 14 >10 NE
(500 mg/kg)
65 +
14 picolinamida 0 - -
(250 mg/kg)
Horton et al., . .

1977 Wistar 80 300 3 3 25 V. NE 42 3a14 5-220
C;‘;”';gq ot | sprague-Dawley| 48 | 80-100 | & | 1 50 |ip.| 220 46 >7 NE
Vinerean et . .

al. 2011 Wistar-Furth 32| 200 3 1 65 iv. | 400 56 >7 >5

NE, no especificado; 4 macho; 2, hembras; i.v, intravenosa; i.p. intraperitoneal




Peso

El crecimiento fisico se define como el aumento en el numero y tamano de las
células que componen los tejidos (Enesco y LeBlond, 1962). Los parametros
fisioldgicos que ayudan a evaluar el crecimiento son la talla y el peso, los cuales
ademas se utilizan como signo de probable enfermedad cuando se encuentran un
cuartil por arriba o abajo de la media (Farré, 2012). Los datos obtenidos en el
presente estudio se pueden interpretar como un déficit en el crecimiento y/o
desarrollo de los animales en estudio; sin embargo, se debe puntualizar que los
animales que generaron tumores renales (en diferentes etapas de desarrollo) tienen
una menor ganancia de peso (aproximadamente de 70 g) comparadas con los

animales que no desarrollan tumor.

Es importante recordar que los animales del presente estudio recibieron diferentes
esquemas de suplementacion con AG w-3CL, por lo que, haciendo una
comparaciéon de los resultados obtenidos y lo sefialado en la literatura se deduce
que los AG w-3CL tienen un efecto positivo en la ganancia de peso de los individuos
diabéticos que no desarrollaron tumor, en cambio, se observa que estos AG
generan un retraso en el crecimiento de los individuos con tumor renal. Si
se compara el peso de animales sanos contra animales diabéticos (Vicentefo,
2018) se obtiene como resultado una menor ganancia de peso (100 g), mismo
que concuerda con los datos reportados para individuos diabéticos tanto en

humanos como en otras especies de mamiferos (Holzapfel, 2019).

Cabe destacar que existen diversas patologias que cursan con estados catabdlicos
severos, como son: el sindrome nefrético, el sindrome metabdlico, la insuficiencia
hepatica, la desnutricion y el cancer. Dentro de las patologias secundarias
reportadas en animales diabéticos se encuentran por lo menos dos de las antes
mencionadas, en el presente estudio encontramos que el 100% de los individuos
cursaron con nefropatia diabética, el 50% con tumor renal y por lo menos el 60%
con algun problema de tipo hepatico (higado graso y esteatosis), ademas de un
estado de desnutricion grado 2, todas estas alteraciones reportadas por diversos

autores (Ortiz-Avila et al., 2017; Garcia-Berumen et al., 2019). El cancer es una de




las patologias que presenta el mayor indice catabdlico (impulsada por desregulacion
metabdlica, es decir, un aumento en el catabolismo de lipidos y proteinas), si a este
factor se suma los problemas derivados de la diabetes se tendra como resultado
individuos con pobre crecimiento en las etapas de desarrollo (infancia-
adolescencia) como las ratas de 3 meses o pérdida de peso en etapas adultas,
parecidas a las ratas de 6 meses del presente estudio, derivadas de una
desnutricion aguda (DMT2) y una gran demanda energética debida a la proliferacion

celular de los tumores (Bruggeman et al., 2016).

Concentracion de Glucosa en Sangre

La glucosa es una molécula regulada por la insulina; en patologias como la DMT2
esta hormona presenta alteraciones en su funcion lo que tiene como consecuencia
un incremento anormal de las concentraciones de glucosa en sangre (>100 mg/dL;
ADA, 2010). Las glicemias de las ratas DMT2 del presente estudio son 4.3 veces
mas altas en comparacion con lo reportado en la literatura para ratas
normoglicémicas (95 mg/dL, Avendano, 2019). Un punto a destacar es que a los
animales de este estudio se les suplementé AG w-3CL en diferentes esquemas de
dosificacion sin que este tratamiento tuviese efectos benéficos en la regulacion de
la glicemia como se ha observado con acidos grasos omega 3 de cadena corta
(Vicenteno, 2018; Avendaro, 2019; Guzman, 2020). Existe evidencia clinica que
apoya la asociacion positiva entre el desarrollo de cancer y la alteracion en la
regulacion de la glucosa sanguinea Hou et al., (2017) y Han et al., (2011) reportan
que las concentraciones de glucosa sanguinea por arriba de los 200 mg/dL
propician la proliferacién celular en neoplasias. En el presente estudio se encontrd
que existe una asociacion entre el desarrollo de neoplasia en rindn de ratas
diabéticas suplementadas con acidos grasos de cadena larga con variables como:
concentracion de glucosa sanguinea (>113 mg/dL), esquema y duracion de
tratamiento (20% STZ w-3CL 3ds 3m, 60% para los grupos STZ w-3CL 7ds 3m,
STZ w-3CL 1ds 6m y STZ w-3CL 7ds 6m). Se debe destacar que la mayor
presentacion de neoplasias se da en individuos con glicemias por arriba de
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200 mg/dL, 100% mayor concentracion que en animales DTM2 sin desarrollo de

tumor.

Curva de Tolerancia a la Glucosa

De manera general esta prueba evalua la capacidad que tiene un individuo para
metabolizar la glucosa desde un tiempo cero hasta dos horas después de la ingesta,
haciendo una medicién de la glicemia cada 30 minutos. De acuerdo a lo establecido
en la literatura el pico maximo se presenta durante los primeros 30 minutos y
posteriormente dicha concentracion debera disminuir. Este estudio se realiza
principalmente para diagnosticar prediabetes (etapas iniciales de la diabetes)
o diabetes, si los valores en ayuno son entre 100-124 mg/dL y 140-198 mg/dL,
respectivamente, o si exceden los 126 y 200 mg/dL al término de la prueba, (ADA,
2010; Phillips, 2012). ElI comportamiento observado en los valores de glicemia de
las ratas en estudio durante la prueba de la CTG demuestran que efectivamente se
trata de individuos con diabetes tipo 2 (Anexo 1), ya que de acuerdo a lo
anteriormente mencionado los valores alcanzados a los 30 minutos en el 100% de
los individuos se encuentran por arriba del valor limite marcado como normal (120
mg/dL) después de la ingesta con un regreso paulatino y un area bajo la curva 70%
mayor que en que en los individuos normales sin alcanzar el valor basal a los 120

minutos.




Estudio Histopatolégico

La literatura senala que la STZ es uno de los farmacos mas utilizados en la induccién
de neoplasias en ratas. Este farmaco tiene una eficiencia de hasta el 60% en la
induccion de tumor renal (Tabla 5) en animales adultos inducidos a diabetes tipo 2,
a los cuales, ademas, en unos estudios se les tiene que dar tratamiento con
inhibidores de la accién de la STZ como la nicotinamida para disminuir el dafio
causado y permitir la sobrevida de los individuos dando asi la oportunidad de que
se desarrolle el tumor. Sin embargo, no existen reportes del desarrollo de este
mismo modelo en animales neonatos inducidos a diabetes tipo 2 con este mismo
farmaco. En el presente trabajo se probd que la administracion de la STZ a una
dosis de 125 mg/kg de peso es eficaz para el desarrollo de la diabetes tipo 2 durante
la edad adulta, sin embargo el desarrollo de tumor renal no se presentd en todos los
individuos sometidos a este tratamiento sino sélo en aquellos que ademas
recibieron un esquema de suplementacion de acidos graos omega 3 de cadena
larga, en estos animales la presencia de tumores, asi como el desarrollo y tipo de
los mismos depende no sdlo de la administracion de la STZ sino ademas de la
suplementaciéon de los AG w3-CL y el esquema en el que se administra a los
animales. Se debe sefalar que la mayoria de los tumores encontrados y el estudio
histopatoldgico de los mismos coincide con lo reportado por Lopez et al., (2008). Es
importante sefalar que el perfil de acidos grasos de los diferentes tumores de
animales suplementados con omega 3 de cadena larga muestra un incremento en
la concentracién de acido oleico sefialado como posible estimulador de las vias de
proliferacion celular, con lo que se sospecha que si bien es cierto la STZ al formar
aductos en el material genético es el factor predisponente para el desarrollo tumoral,
el factor desencadenante del desarrollo y crecimiento del tumor es el incremento en
la concentracion de algunos acidos grasos, los cuales provienen de la dieta de los

animales, como es el caso de los individuos del presente trabajo.




Composicion de acidos grasos

De manera general, se observa que los acidos grasos insaturados mas abundantes
en el tejido y el tumor renal son el oleico y el araquidonico. De manera particular
existe un aumento de hasta 3 veces en la concentracién del acido oleico en el tejido
neoplasico (secciones Il, Ill, IV y V) en comparacién con el tejido no tumoral (I). En
el estudio realizado en cultivo de células de RCC por Liu et al., (2013) se establece
que a mayor concentracion de acido oleico hay mayor progresion de células
neoplasicas, fenomeno que deriva de la estimulacion del receptor membranal
GPR40 durante la incorporacion del acido oleico y que tiene como consecuencia la
activacién de los sefializadores de proliferacion celular PI3K, ILK y AKT. Otro
mecanismo asociado a la proliferacion celular estimulada por el acido oleico es la
pérdida del gen supresor de tumores PTEN. La expresion de PTEN tiene como
consecuencia la inhibicion de la via PI3K-AKT mediante la defosforilacién de
moléculas intermediarias; sin embargo, se ha observado que a mayor concentracion
de acido oleico en hepatoma humano existe una disminuciéon de la actividad de
PTEN (Vinciguerra et al., 2009). Aunque no se ha establecido la relacion de PTEN
y OA en RCC, se sabe que PTEN también se expresa en rifion por lo que lo
anteriormente mencionado podria ser una explicacion a la proliferacion de células

renales.

En el analisis del acido araquidonico se observa que hay una menor concentracion
(hasta 7.6 veces) en el tejido neoplasico (secciones Il, lll, IV y V) en comparacion
con el tejido no tumoral (1). En la literatura se sefala que el AA es precursor de
eicosanoides (Pérez et al., 1998) los cuales intervienen en los procesos
inflamatorios de patologias como en la diabetes mellitus (Wang et al., 2019) y en la
proliferacion de células de RCC (Siddiqi et al., 2018). La posible disminucién del
acido araquidonico en el tejido neoplasico de los individuos en estudio se atribuye
al grado de desarrollo del tumor (Matsuyama y Yoshimura, 2008), en consecuencia
el analisis de cada una de las secciones del tejido tumoral corresponde con lo
encontrado por Siddiqi et al., (2018) donde una proliferacion activa presenta mayor

concentracion de AA (seccion externa del tumor Ill), mientras que las zonas del




tumor con avanzado estado de necrosis o focos de fibrosis (analisis histolégico)

presentan concentraciones mas bajas de este acido graso.

El alargamiento y desaturacion de AG se realiza a través de la accién de enzimas
como el complejo FAS y las estearoil-CoA desaturasas (SCD). Estas ultimas se
encargan de formar el doble enlace en la posicion 9 de los acidos palmitico y
estearico para producir acidos grasos monoinsaturados (Santos y Schulze, 2012).
En el presente estudio se observa que el indice de conversion de P/P y O/E es
mayor (0.6 veces) en el tejido neoplasico (secciones Il-V) en comparacién con en el
tejido no tumoral (I). Los resultados encontrados en el presente estudio pueden
estar asociados a la sobreexpresion de las enzimas SCD hipétesis abordada por
Von Roemeling y col., (2013) en un estudio donde se utilizaron células de RCC y
encontraron que efectivamente estas moléculas se encuentran en mayor

concentracion en este tipo de neoplasias.

Polarizaciéon de Fluorescencia

Se ha reportado en la literatura que las membranas aisladas de células neoplasicas
como: colon (Tavolari et al., 2012; Kaur y Sanyal, 2010), higado (Nakazawa y
Iwaizumi, 1989), de mama (Zeiseg et al., 2007) y de ovario (Oommen et al., 2016)
presentan alteraciones en sus propiedades fisicoquimicas como es el aumento de
la fluidlez membranal. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en el
presente estudio donde la fluidez lipidica, medida mediante la polarizacién de
fluorescencia del DPH, aumenta en el tejido neoplasico (secciones de la II-V) en
comparacién con el tejido no tumoral (I); sin embargo, en algunos individuos este
cambio no es tan evidente e incluso los datos muestran un comportamiento inverso
(STZ w-3CL 3ds 3m). Estas diferencias podrian estar asociadas a: la composicion
de acidos grasos de los tejidos en estudio (Anexo 2), el grado de desarrollo del
tumor o el estado de descomposicion de los tejidos y la consecuente liberacidon de
moléculas como malondialdehido y formacion de lipoperoxidos. Por otro lado, la

fluidez membranal puede ser alterada por factores externos como son las especies




reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Cairns y col. (2011) han
establecido que el aumento de ROS es una caracteristica indispensable para el
desarrollo y supervivencia de células neoplasicas debido a que inducen la expresion
de genes como HIF 1 y VEGF. En células del RCC se ha presentado un aumento
en la actividad de GHS, ademas se ha concluido que alguna alteracion en la sintesis
de esta enzima provoca aumento en la concentracion de ROS y dafo por
lipoperoxidacién, que en consecuencia podria alterar a los fosfolipidos que
componen a las membranas biolégicas cambiando el arreglo de las cadenas
hidrocarbonadas de los acidos grasos (Miess et al., 2018). Por lo que se recomienda
analizar la lipoperoxidacién de las membranas de células neoplasicas en posteriores

estudios.

Asimismo, aunque se ha establecido que el DPH es un monitor fluorescente que
sigue la dinamica y comportamiento de las cadenas acilo de las membranas
biolégicas (Martifion, 2019) hay que tomar en consideracion que el DPH se ubica
dentro del nucleo hidrofébico de los liposomas (Figura 28) con lo que la informacion
obtenida es solo de esta parte, por o que se recomienda utilizar otros monitores
como: el trimetil amonio difenil hexatrieno (TMA-DPH) y el dipirenil propano (DPiP)
para obtener informaciéon mas completa acerca del comportamiento de los lipidos

y/o membranas de las células neoplasicas.
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Figura 28. Esquema de la localizacion preferencial de los monitores fluorescentes.
TMA-DPH trimetil amonio difenil hexatrieno; DPiP, dipirenil propano; DPH, difenil
hexatrieno. Tomada de Figueroa-Garcia, 2013.




CONCLUSIONES

v

v

Se generd un modelo de diabetes tipo 2 en ratas neonatas de la cepa Wistar
con un 90% de eficiencia y glicemias de entre los 97 a 600 mg/dL.

La induccién de diabetes mellitus tipo 2 con STZ (125 mg/kg) en ratas
neonatas de la cepa Wistar y los acidos grasos omega 3 de cadena larga
tienen efectos carcinogénicos (tumor renal) en el 50% de la poblacion.

Se observé que los animales que desarrollaron tumor renal presentaron
menor ganancia de peso.

Se observo que los animales que tuvieron mayor desarrollo de tumor renal
presentaron mayor concentracion de glucosa sanguinea (>200 mg/dL).

Se observo que a mayor grado de desarrollo de neoplasia en rifidn existe un
cambio importante en la composicion de acidos grasos en comparacion con
el tejido no tumoral, existiendo un incremento de hasta 4.5 veces en el perfil
del acido oleico y una disminucion de hasta 0.6 veces en el acido
araquidonico.

El aumento del indice de conversion de las desaturasas de los grasos
palmitico/palmitoleico y estearico/oleico en el tumor renal se relaciona con el
aumento de expresion de estas enzimas.

El crecimiento tumoral presenta mayor fluidez lipidica en animales que
recibieron dosificacién de acidos grasos omega 3 de cadena larga durante
mayor tiempo.

El estudio histopatoldgico de los tejidos demuestra el desarrollo de carcinoma

renal de células blancas en riidn de ratas Wistar inducidas a diabetes tipo 2.
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Figura 29. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas, dosificadas con
acidos grasos omega 3 de cadena larga 1 dia por semana a diferentes tiempos (de
1 a 6 meses de edad). A) Rata 1; B) Rata 2; C) Rata 3. En negro se presentan los
valores individuales y en verde el promedio general.
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Figura 30. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas de 3 meses de
edad, dosificadas con acidos grasos omega 3 de cadena larga 3 dia por semana a
diferentes tiempos (de 1 a 3 meses de edad). A) Rata 1; B) Rata 2; C) Rata 3; D)
Rata 4; E) Rata 5. En negro se presentan los valores individuales y en verde el
promedio.
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Figura 31. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas de 3 meses de
edad, dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga 3 a
diferentes tiempos (de 1 a 6 meses de edad). A) Rata 1; B) Rata 2; C) Rata 3; D)

Rata 4; E) Rata 5. En negro se presentan los valores individuales y en verde el
promedio.
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Figura 32. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de ratas diabéticas de 6 meses de
edad, dosificadas diariamente con acidos grasos omega 3 de cadena larga 3 a
diferentes tiempos (de 1 a 6 meses de edad). A) Rata 1; B) Rata 2; C) Rata 3; D)
Rata 4. En negro se presentan los valores individuales y en verde el promedio.




Anexo 2. Comparacion del indice de fluidez y polarizacion de
fluorescencia

Grupo 1. Ratas de 6 meses de edad con suplementacion de AGPI w-3 1 dia
por semana.

Con el objeto de analizar la relacién entre la composicién quimica de los acidos
grasos de los lipidos de las diferentes secciones del rindn, en la Figura 24 se
presenta una comparacion entre el indice de fluidez representado por el cociente de
acidos grasos insaturados sobre saturados (I/S) y la fluidez lipidica reportada por el
monitor fluorescente DPH a través de la polarizacion de fluorescencia. Los
resultados se presentan por cada rata, ya que, hasta el momento han mostrado
comportarse completamente diferente entre cada individuo a pesar de haber
recibido el mismo tratamiento. En cada grafica se representa con una linea
discontinua la tendencia general de los datos de esa(s) rata(s). En el caso del indice
de fluidez (I/S), una linea positiva significa una tendencia a aumentar la fluidez de
los lipidos que componen las membranas bioldgicas. En el caso del DPH, una linea
de tendencia positiva significa una disminucion de la fluidez lipidica, y, por el
contrario, una linea de tendencia negativa significa un aumento de la fluidez lipidica.
De manera general, en la figura 23 se aprecia que lasratas 2 (CyD)y 3 (Ey F)
tienen una tendencia a disminuir el cociente I/S y aumentar la polarizacién de
fluorescencia, lo cual significa que ambos datos son coherentes y consistentes. Sin
embargo, la rata 1 (A y B) indica un aumento de la fluidez por el cociente I/S, pero
una disminucion de la fluidez por la polarizaciéon de fluorescencia. Es decir que el
desarrollo de los tumores no fue igual en todas las ratas de este grupo, pese a recibir
el mismo tratamiento y por consecuencia, las propiedades fisicoquimicas de cada

una de ellas parece unica.
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Figura 33. Comparacion entre el indice de fluidez (I/S) y la polarizacion de
fluorescencia del DPH de ratas diabéticas de 6 meses de edad, dosificadas con
acidos grasos omega 3 1 dia a la semana (STZ w-3CL 1ds 6m).




Grupo 2. Ratas de 3 meses de edad con suplementacion de AGPI w-3 3 dias
por semana.

Para analizar la relacion entre la composicién quimica de los acidos grasos de los
lipidos de las diferentes secciones del rindn, en la Figura 25 se presenta una
comparacion entre el indice de fluidez representado por el cociente de acidos grasos
insaturados sobre saturados (I/S) y la fluidez lipidica reportada por el monitor
fluorescente DPH a través de la polarizacion de fluorescencia. Al igual que el grupo
anterior, los resultados se presentan por cada rata, debido que han presentado
comportamientos diferentes entre cada individuo a pesar de haber recibido el mismo
tratamiento. En cada grafica se presenta una linea discontinua que representa la
tendencia general de los datos de esa(s) rata(s). Para el indice de fluidez (I/S), una
linea positiva implica un aumento de la fluidez de los lipidos que componen las
membranas bioldgicas. Caso contrario con el DPH, ya que una linea de tendencia
positiva significa una disminucion de la fluidez lipidica. De manera general, en la
figura 24 se aprecia que el tejido normal (I) de las 5 ratas (A y B) tiende a aumentar
la fluidez por el cociente de I/S y disminuir la polarizacion de fluorescencia, lo que
nos indica que, aunque es el mismo tejido, cada rata tiene un comportamiento
diferente. En el caso de la rata 5 (C y D), el indice de fluidez se mantiene
relativamente constante y la polarizacion aumenta, significando que los datos no

son coherentes y consistentes.
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Figura 34. Comparacion entre el indice de fluidez (I/S) y la polarizacion de
fluorescencia del DPH de ratas diabéticas de 3 meses de edad, dosificadas con
acidos grasos omega 3 3 dias a la semana (STZ w-3CL 3ds 3m).




Grupo 3. Ratas de 3 meses de edad con suplementacion diaria de AGPIl w-3

Para analizar la relacion entre la composicién quimica de los acidos grasos de los
lipidos de las diferentes secciones del rindn, en la Figura 26 se presenta una
comparacion entre el indice de fluidez representado por el cociente de acidos grasos
insaturados sobre saturados (I/S) y la fluidez lipidica reportada por el monitor
fluorescente DPH a través de la polarizacién de fluorescencia. Al igual que en los
grupos anteriores, los resultados se presentan por cada rata. En cada grafica se
presenta una linea discontinua que representa la tendencia general de los datos de
esa(s) rata(s). Para el indice de fluidez (I/S), una linea positiva implica un aumento
de la fluidez de los lipidos que componen las membranas biolégicas. Caso contrario
con el DPH, ya que una linea de tendencia positiva significa una disminucién de la
fluidez lipidica. En la figura 25 se presenta esta relacion, se observa que el tejido
normal (1) de las 4 ratas (A y B) es diferente, ya que desde la rata 1 a la 4 tiende a
disminuir la fluidez por el cociente de I/S y la polarizacién de fluorescencia, lo que
nos indica que aumenta la fluidez, estos datos son inconsistentes y nos refleja que
cada rata tiene un comportamiento diferente. En cambio, para las ratas 3 (C y D), 4
(Ey F)y 5 (G y H) presentan un comportamiento coherente, ya que tienden a

disminuir la fluidez por el cociente I/S y a aumentar la polarizacion de fluorescencia.
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fluorescencia del DPH de ratas diabéticas de 3 meses de edad, dosificadas con

Grupo 3 Rata 5

F—eo—

Il I} v \

Seccion de Tejido Renal

Polarizacién de Fluorescencia

0.4

0.3 4

0.2 4

0.1 4

0.0

Grupo 3 Rata 5
-
/

I i \% v
Seccién de Tejido Renal

acidos grasos omega 3 7 dias a la semana (STZ w-3CL 3ds 7m).




Grupo 4. Ratas de 6 meses de edad con suplementacion diaria de AGPIl w-3

Para analizar la relacion entre la composicién quimica de los acidos grasos de los
lipidos de las diferentes secciones del rindn, en la Figura 27 se presenta una
comparacion entre el indice de fluidez representado por el cociente de acidos grasos
insaturados sobre saturados (I/S) y la fluidez lipidica reportada por el monitor
fluorescente DPH a través de la polarizacién de fluorescencia. Al igual que en los
grupos anteriores, los resultados se presentan por cada rata. En cada grafica se
presenta una linea discontinua que representa la tendencia general de los datos de
esa(s) rata(s). Para el indice de fluidez (I/S), una linea positiva implica un aumento
de la fluidez de los lipidos que componen las membranas biolégicas. Caso contrario
con el DPH, ya que una linea de tendencia positiva significa una disminucién de la

fluidez lipidica.




Por ello, en la figura 26 se presenta esta comparacion, el tejido normal (I) de las 4
ratas (A y B) es diferente, ya que desde la rata 1 a la 4 tiende a disminuir la fluidez
por el cociente de I/S y aumentar la polarizacién de fluorescencia, lo que nos indica
cada rata tiene un comportamiento diferente aun siendo el mismo tejido y sometidas
a las mismas condiciones. En cambio, paralasratas2 (CyD),3(EyF)y4 (GyH)
tienden a disminuir la fluidez por el cociente I/S y a aumentar la polarizacién de
fluorescencia, desde la parte normal (l) hasta la parte interna del tumor (V). Esto

nos demuestra que los datos son consistentes y coherentes.
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Figura 36. Comparacion entre el indice de fluidez (I/S) y la polarizacion de
fluorescencia del DPH de ratas diabéticas de 6 meses de edad, dosificadas con
acidos grasos omega 3 7 dias a la semana (STZ w-3CL 7ds 6m).
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