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ABREVIATURAS
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ADA
ADN
ADP
ATP
ccRCC
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ChCCR
CR
CTG
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DHA
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DM1
DM2
DPH
DPiP
EGTA
EPA
ETC
FAS
GLUT 1
GLUT 2
GLUT 3
GLUT 4

Acido Araquidonico

Por sus siglas en inglés: American Diabetes Association
Acido Desoxirribonucleico

Adenosin difosfato
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Por sus siglas en inglés: Clear cell renal cell carcinoma
Por sus siglas en inglés: Renal cell carcinoma

Por sus siglas en inglés: Chromophobe renal cell carcinoma
Control Respiratorio

Curva de Tolerancia a la Glucosa

Ciclooxigenasas

Acido Docosahexaenoico

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 1

Diabetes mellitus tipo 2

Difenilhexatrieno

Dipirenilpropano

(Acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético)
Acido Eicosapentaenoico

Por sus siglas en inglés: Electron Transport Chain

Por sus siglas en inglés: Fatty Acids Synthase
Transportador de Glucosa 1

Transportador de Glucosa 2

Transportador de Glucosa 3

Transportador de Glucosa 4



HDL Por sus siglas en inglés: High density lipoprotein

HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-etanosulfénico)

HIF1-a Por sus siglas en inglés: Hypoxia-inducible factor 1- alpha

I/S Cociente de insaturacion

IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina

IRS-1 Por sus siglas en inglés: Insulin receptor substrate 1

LOX Lipoxigenasa

MDA Malondialdehido

nAO Nano Atomos de Oxigeno

PRCC Por sus siglas en inglés: Papillary renal cell carcinoma

PPAR y Receptores activados por proliferacion de peroxisomas isoforma y
PPARS Por sus siglas en inglés: Peroxisome proliferator- activated receptors
PUFA omega 3 Por sus siglas en inglés: Polyunsaturated fatty acids omega 3
ROS Especies Reactivas de Oxigeno

RXR Receptores retinoides X

SPLA2 Por sus siglas en inglés: secretory Phospholipase A2

STZ Estreptozotocina

VLDL Por sus siglas en inglés: Very low density lipoprotein



RESUMEN

Los acidos grasos omega 3 han sido estudiados por sus “supuestos” efectos
benéficos en contra la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), sin embargo, recientemente se ha
propuesto que la ingesta excesiva y prolongada de estas moléculas incrementa el riesgo
de desarrollar cancer. El diagnéstico de algun tipo de céancer en las personas que
padecen Diabetes Mellitus ha sido cada vez mas frecuente.

Se ha observado que el consumo de &cidos grasos omega 3 promueve el
desarrollo de tumores renales en ratas Wistar que fueron inducidas experimentalmente a
DM2. Se ha informado que la DM y el cancer alteran la composicion de las membranas
celulares y sus respectivas mitocondrias. La composicion determina las propiedades
fisicoguimicas de las membranas y se ha reportado que la composicion membranal puede
afectar la funcion mitocondrial. En este estudio nos intereso investigar la composicién de
acidos grasos de las membranas mitocondriales y su asociacion con la respiracion
mitocondrial en tumores renales en ratas wistar macho inducidas a DM2.

La DM2 fue inducida en ratas Wistar macho recién nacidas de 48 horas de edad
mediante una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) a 125mg/kg de peso
corporal. El tratamiento con los acidos grasos omega 3 de cadena larga (125mg/kg) fue
administrado directamente en el hocico de las ratas. Cuando los tumores fueron evidentes
se realizd la eutanasia de los organismos y los riflones fueron extraidos, el tejido se
homogeneizé y las mitocondrias fueron aisladas por centrifugaciones diferenciales. La
respiracién mitocondrial fue evaluada midiendo el consumo de oxigeno y la composicion
de los &cidos grasos del tejido (y de sus respectivas mitocondrias) fue analizada por
cromatografia de gases.

El modelo del tumor renal fue obtenido con éxito en el 50 % de los organismos
experimentales que recibieron tratamiento de acido grasos omega 3 de cadena larga. Los
tumores generados fueron heterogéneos en cuanto a peso y tamafio, por lo que se
clasificaron de acuerdo con diferentes rangos de peso. No se desarrollaron tumores en los
organismos que no recibieron el suplemento de omega 3. Se encontré que los organismos
inducidos a DM2 tuvieron menor ganancia de peso y mostraron alteracion en el
metabolismo de la glucosa en comparacion con el grupo control. En los tumores renales
hubo una disminucién en la respiracibn mitocondrial en el estado 3 y en el estado 4.
Ademas, en los rifiones con mayor desarrollo tumoral se encontr6 una disminucién
significativa de la proporcion del acido araquidénico y un incremento del acido palmitico
tanto en el tejido como en las mitocondrias. Los cambios encontrados en la proporcion de
estas moléculas reflejan una diminucion en el indice de fluidez membranal (suma de los
acidos grasos insaturados / suma de los acidos grasos saturados) en estos grupos.

En conclusién, en este estudio se encontr6 que los acidos grasos omega 3 de
cadena larga estan involucrados en el desarrollo de tumores renales. El desarrollo de los
tumores alter6 la proporcién de acidos grasos de la membrana (tanto del tejido renal como
de sus respectivas mitocondrias) y se observo que dichas alteraciones estan relacionadas
con el peso y tamafio de los tumores. Finalmente, los cambios en la composicion de
acidos grasos de las membranas mitocondriales del tejido tumoral estén relacionados con
la funcion bioenergética de estas mitocondrias.



ABSTRACT

The Omega 3 fatty acids have been studied because of their supposed beneficial
effects against Type 2 Diabetes Mellitus (DM2), however recently it has been proposed
that high and prolonged intake of these molecules increases the risk of developing cancer.
Diagnosis of some type of cancer in people with DM2 has become more frequent.

It has been observed that consumption of long chain omega 3 fatty acids promotes
the development of kidney tumors in Wistar rats that were experimentally induced to DM2.
Diabetes and cancer have been reported to alter the lipid composition of cells membranes
and their respective mitochondria. The composition determines the physicochemical
properties of membranes and it has been reported that the membrane composition could
affect the mitochondrial function. In this study we were interested in investigating the fatty
acids composition of mitochondrial membranes and its association with mitochondrial
respiration in renal tumors in male Wistar rats induced to DM2.

DM2 was induced in 48 hours-old newborn male Wistar Rats by an intraperitoneal
injection of streptozotocin (STZ), at 125 mg/kg of body weight. The treatment with long
chain Omega 3 fatty acids (125mg/kg) was administered directly into the mouth of the rats.
When tumors were observed, the organisms were euthanized and kidneys were removed,
tissue was homogenized and mitochondria were isolated by differential centrifugation. The
mitochondrial respiration was evaluated by measuring oxygen consumption and the fatty
acids composition of tissue (and its mitochondria) was analyzed by gas chromatography.

The renal tumor model was successfully obtained in 50% of the experimental
organisms with long chain omega 3 fatty acids supplement. The tumors generated were
heterogeneous in terms of weight and size, so they were classified according to different
weight ranges. No tumors were developed in organisms without the omega 3 fatty acids
supplement. Organisms induced to DM2 were found to have lower body weight gain and
impaired glucose metabolism compared to the control group. In renal tumors, there was a
decrease in the mitochondrial respiration in state 3 and in the state 4. In addition, in
kidneys with increased tumor developed a significant decrease in the proportion of
arachidonic acid and an increase in palmitic acid in both tissue and mitochondria were
found. The changes found in the proportion of these molecules shows a decrease in the
membrane fluidity index (sum of unsaturated / sum of saturated fatty acids) in these
groups.

In conclusion, in this study it was found that long chain omega 3 fatty acids are
involved in development of kidney tumors. The development of the tumors altered the
proportion of membrane fatty acids (both of the kidney tissue and their respective
mitochondria) and these alterations were observed to be related to the weight and size of
tumors. Finally, changes in the mitochondrial fatty acids membrane composition of tumor
tissue are related to the bioenergetic function of these mitochondria.



INTRODUCCION

Diabetes y cancer

La diabetes mellitus (DM) y el cancer son dos patologias multifactoriales y crénicas que
tienen una alta prevalencia en el mundo (Wang et al, 2020).

La DM se define como un grupo de trastornos metabdlicos que se caracteriza por que las
personas que lo padecen presentan hiperglucemia (concentracion elevada de glucosa en
sangre) que puede acompafarse con una alteracibn en el metabolismo de los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas. Se ha mencionado que el origen y las causas de
este sindrome son distintos, sin embargo, se ha establecido que todas conllevan a
defectos en la secrecibn o defectos en la accidon de la insulina (American Diabetes
Association, 2009).

La insulina es una hormona peptidica cuya funcién principal es promover la captacién de
glucosa tanto en las células del muasculo esquelético como en las células del tejido
adiposo, lo que contribuye a la homeostasis de la concentracién de glucosa en sangre.
Adicionalmente, la insulina participa en otros procesos metabodlicos como la lipogénesis,
sintesis de glucogeno en el higado y promueve la sintesis de proteinas e inhibe los
procesos contrarios (Saltiel y Kahn, 2001). En el caso de la DM, la insulina secretada por
las células beta no es suficiente o también puede ocurrir que las células diana no
responden de manera adecuada a su estimulo lo que da como resultado una
desregulacion de los procesos metabdlicos antes mencionados y como consecuencia se
produce un aumento en la concentracion de glucosa en sangre.

Las estadisticas indican que alrededor del 90% de los pacientes que padecen DM en el
mundo tienen Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) (IDF, 2017) la cual esta asociada a malos
habitos alimenticios y falta de actividad fisica. En el caso particular de algunos paises
como México el sedentarismo ha ocasionado que la poblacién tenga sobrepeso y
obesidad un factor de riesgo para desarrollar diversas patologias, entre estas se
encuentra no sélo la DM2 sino también cancer (Kanter, 2021).

Cancer se refiere a una coleccion de enfermedades que estan relacionadas entre siy que
comparten caracteristicas comunes. Dentro de estas caracteristicas se encuentra que
estas enfermedades tienen un origen genético (mutaciones en el material genético de las
células) lo que ocasiona que haya alteraciones en los mecanismos de divisiobn y muerte
celular. Estas alteraciones resultan en un crecimiento celular descontrolado que
desencadena en la formacién de tumores (National Institutes of Health, 2007) v,
eventualmente, estas células tumorales pueden sufrir transformaciones adicionales que
les permiten invadir otros tejidos distintos a los de origen (Hanahan y Weinberg, 2000).

Hanahan y Weinberg (2011) realizaron un andlisis de la literatura publicada con relacién a
los trabajos experimentales que se realizaron con tumores y se dieron cuenta que habia
caracteristicas que son compartidas por las células neoplasicas, entre estas
caracteristicas se encuentran: Independencia de sefiales de crecimiento, potencial
replicativo ilimitado, insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento, evasion de la



apoptosis, angiogénesis sostenida, invasividad y metéstasis, reprogramacion del
metabolismo energético y evasion a la respuesta inmune.

De acuerdo con las estimaciones de incidencia y mortalidad por cancer en la base de
datos GLOBOCAN realizadas por la Agencia internacional para la investigacién del
cancer, se estima que en el afilo 2020 en todo el mundo se presentaron 19.3 millones de
casos nuevos de cancer y alrededor de 10 millones de personas fallecieron debido a
estas patologias; y se preveé, que para el 2040 el niumero de casos nuevos de cancer
aumente a 28.9 millones.

Existen diferentes tipos de cancer, uno de ellos es el que se desarrolla en el rifidn. A nivel
mundial se estima que mas de 430,000 personas fueron diagnosticadas con cancer de
rifion en 2020, lo que representa alrededor de 2.2 % de todos los nuevos casos
diagnosticados de neoplasias malignas humanas (Ferlay et al, 2020). Dentro de las
estadisticas se incluye el carcinoma de células renales (RCC, por sus siglas en inglés), el
carcinoma de células de transicién de la pelvis renal y el sarcoma renal. El tabaquismo, la
obesidad y algunos pacientes con condiciones hereditarias como el sindrome de Von
Hippel Lindau son algunos de los factores de riesgo asociados al cancer renal (Hsieh et
al, 2017).

El RCC se compone de varios tumores malignos con caracteristicas bioldgicas y
morfoldgicas distintas. En conjunto, constituyen alrededor del 85% de todos los tumores
malignos renales. De forma general se cree que los RCC surgen de las células epiteliales
de la nefrona. Los 3 subtipos principales del carcinoma de células renales incluyen: RCC
de células claras (ccRCC), RCC papilar y RCC croméfobo (Nabi et al, 2018).

Relacion entre la DMy el cancer

El diagnostico de algun tipo de cancer en las personas que tienen DM2 es cada vez mas
frecuente. Se ha mencionado que el riesgo de varios tumores malignos sélidos (incluidos
el cancer de higado, pancreas, colorrectal, renal y de mama) es elevado en pacientes
diabéticos (Vigneri et al, 2009).

Ambos padecimientos se han asociado a diferentes factores de riesgo, sin embargo,
hasta la fecha los vinculos entre las dos patologias no se tienen completamente claros.
Algunos investigadores han sugerido que la relacibn entre ambos padecimientos es
directa y puede estar establecida por las altas concentraciones de glucosa en sangre, el
sello distintivo de la DM. Warburg y colaboradores en la década de 1920 encontraron que
los tejidos tumorales sostenian tasas mas altas de consumo de glucosa que los tejidos
normales y a partir de este hallazgo los investigadores realizaron una gran cantidad de
estudios y encontraron que la hiperglucemia puede promover el desarrollo de tumores ya
gue sefalan que las altas concentraciones de glucosa en sangre pueden proporcionar los
requerimientos necesarios para la rapida proliferacion de las células neoplasicas (Joshi et
al, 2015).



Otra de las propuestas es que la hiperglucemia podria promover el desarrollo de tumores
ya gue se ha visto que las altas concentraciones de glucosa en sangre aumentan la
produccién de radicales libres y otras moléculas reactivas, que, en conjunto pueden
promover mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores. Dichas mutaciones
ocasionan alteracion al DNA y se piensa que este fendmeno puede desempefiar un papel
clave en el inicio y la progresion de las células neoplasicas (Ramteke et al, 2019; Ames et
al, 1993).

Adicionalmente, se conoce que en pacientes con DM2 la hiperglucemia detectada a
menudo se acompafia de hiperinsulinemia (debido a la condicion de resistencia a la
insulina) y se sabe que la hiperinsulinemia conduce a una mayor expresion del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1) (Gallagher y LeRoith, 2010). Tanto la insulina
como el IGF-1 son hormonas mitogénicas y especificamente, se ha identificado que el
IGF1 esta implicado en la sefializacion de PISK/AKT, via que lleva a la supervivencia y
proliferacién celular (Ma et al, 2010); y de hecho se ha reportado que esta via se
encuentra altamente desregulada en varios tipos de cancer (Fresno et al, 2004).

Metabolismo energético en ambas patologias

Es bien sabido que en una condicion patolégica como lo es la DM2 o el cancer se
presentan modificaciones del metabolismo energético. Entre estas modificaciones se
encuentran las que estan involucradas con el metabolismo de carbohidratos (Lin et al,
2020; Bonadonna, 2004).

En la DM2 se conoce que los cambios en el metabolismo de la glucosa llevan a
alteraciones en el metabolismo de otras biomoléculas, lo cual tiene efectos perjudiciales
sobre diferentes tejidos y érganos. Como se mencionaba anteriormente, la DM2 se
caracteriza por la pérdida progresiva de la secrecion de insulina y/o derivada de la
resistencia a la insulina, lo cual implica una alteracién en los procesos metabdlicos en los
que esta hormona participa.

En un principio, la estimulacién de la captacion de glucosa (por translocacion de GLUT 4
a la membrana plasmatica) no se lleva a cabo de manera adecuada en las células del
tejido adiposo y las células del tejido muscular (Vargas et al, 2021), lo que ocasiona que
estas células no puedan utilizar principalmente la glucosa para la obtencién de energia;
esta restriccion obliga a los miocitos y adipocitos a utilizar otras biomoléculas (como los
acidos grasos y los aminoécidos) para produccion de ATP, lo que da como resultado una
disminucion de las reservas de estas moléculas en los tejidos correspondientes.
Especificamente, la resistencia a la insulina ocasiona una disminucion de la entrada de
aminoacidos en el tejido muscular con lo que se ve favorecido el catabolismo proteico en
este tejido (Wang et al, 2006; Price et al 1996) y hay un aumento en el uso de estas
biomoléculas para ser utilizadas como sustrato para la gluconeogénesis.



En el caso del tejido adiposo, la resistencia a la insulina impide la captacion de los acidos
grasos puesto que la enzima lipoproteina lipasa 1, encargada de catalizar la hidrolisis de
los triacilgliceroles contenidos en las lipoproteinas (quilomicrones y lipoproteinas de muy
baja densidad, VLDL) no es estimulada de manera adecuada. (Panarotto et al, 2002;
Taskinen et al, 1982). Adema4s, con resistencia a la insulina, los adipocitos no pueden
almacenar los triacilglicéridos y se ve favorecida la lipdlisis (Morigny et al, 2016).

Todo lo descrito anteriormente ocasiona hiperglucemia en el organismo, que no sélo
puede generar un estado denominado glucotoxicidad (que es altamente perjudicial para el
organismo) sino que como se menciond anteriormente, se ha propuesto que las altas
concentraciones de glucosa en sangre podrian cubrir las demandas energéticas de
células altamente proliferativas como en el caso de las células tumorales.

Se sabe que las células neoplasicas presentan diversas diferencias bioquimicas con
respecto a las células no transformadas. De acuerdo con varios investigadores la gran
mayoria de las células tumorales tienen un metabolismo energético modificado
(Hammoudi et al, 2011; Hanahan y Weinberg, 2011).

Como se mencioné anteriormente, Warburg y colaboradores fueron pioneros en encontrar
estas diferencias ya que en 1920 encontraron que los tejidos tumorales sostenian tasas
mas altas de consumo de glucosa que sus contrapartes normales. A partir de este
hallazgo plantearon una serie de propuestas para intentar dar explicacibn a este
fendmeno. Dentro de estas propuestas estaba que la capacidad glucolitica aumentada en
las células tumorales era ocasionada por una deficiencia energética causada por un dafio
irreversible de la funcion mitocondrial. Por mucho tiempo se pensé que esta idea era
correcta y que la glucdlisis era la principal via proveedora de ATP en estas células; sin
embargo, en los Ultimos afios con los trabajos realizados por varios investigadores se ha
visto que esto no es del todo cierto puesto que estas observaciones no fueron reportadas
en todos los tipos de células tumorales. Por lo anterior, en revisiones mas recientes se
propone que debido a la heterogeneidad de las células neoplasicas se debe evaluar la
capacidad de fosforilacion oxidativa para cada linea tumoral con la que se esté trabajando
(Moreno-Sanchez et al, 2007).

No obstante, lo que si se ha demostrado experimentalmente, es que en muchas lineas
tumorales la capacidad glucolitica se ve aumentada. Estudios posteriores mostraron que
el aumento de la glucdlisis en estas células se debe a que algunos de los transportadores
de glucosa (principalmente GLUT 1 y GLUT3) (Yamamoto et al, 1990) asi como algunas
enzimas glucoliticas (Hexocinasa y Fosfofructocinasa) se sobreexpresan (Coelho, et al,
2015; Moreno-Sanchez et al, 2007).

Las observaciones antes mencionadas han sido involucradas con el factor inducible por
hipoxia 1 (HIF1a), regulador de la expresion genética que juega un papel importante en
las respuestas adaptativas de las células a condiciones de hipoxia (Tirpe et al, 2019). A
partir de todo lo descrito anteriormente, una de las propuestas que ha tenido mayor
aceptacion es que el aumento observado de la glucdlisis es una estrategia metabdlica que
les permite a las células sobrevivir y crecer en estos entornos tumorales donde ya se ha
demostrado que la concentracion de oxigeno es baja (Gatenby y Gillies, 2004).



Acidos grasos omega 3 en DMy cancer

Los &cidos grasos poliinsaturados omega 3 (PUFA omega 3,) han sido considerados
como alimentos nutraceuticos, ya que se ha mencionado que ademas de su valor
nutricional estas moléculas actian en la prevencion y/o tratamiento de algunas patologias.
Son varios los trabajos experimentales que ponen en evidencia los efectos benéficos de
los &cidos grasos omega 3, entre estos trabajos se encuentra el uso de estas moléculas
en el tratamiento de la DM2 y el cancer. En el caso particular de la DM2 se ha demostrado
que la suplementacion de PUFA omega 3 produce efectos hipolipidémicos favorables
(Chauhan et al, 2017; Connor, 1988) y se ha visto una mejora del control glucémico
(Vicentefio 2018; Cabezas y Diaz, 2015). Con relacién a los efectos benéficos para el
tratamiento contra el cancer, los estudios sugieren que la suplementaciéon con omega -3
ayuda principalmente a atenuar la pérdida de masa muscular asociada con la caquexia
(Abe et al, 2018; Schiessel et al, 2015).

Los investigadores han manifestado una serie de propuestas para explicar los efectos
benéficos de los PUFA omega 3. Entre estas propuestas se encuentra la incorporacion
competitiva de estos acidos grasos en las membranas biolégicas. Se ha visto que dicha
incorporacién de estos PUFAS repercute en cambios en la organizacion molecular de las
membranas con lo cual no sé6lo se ven afectadas las propiedades de la misma, sino que,
dichos cambios pueden influir en la sefializacién celular (al alterar las balsas lipidicas)
(Williams et al, 2012).

Ademas, se ha propuesto que los PUFA omega 3 participan en la transduccion de sefiales
actuando como ligandos de ciertos receptores nucleares. Entre estos receptores se
encuentran los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARSs), los
cuales regulan una amplia variedad de genes. Entre estos se encuentran los genes
involucrados en la regulacion del metabolismo de los acidos grasos y la sensibilidad a la
insulina (Gonzalez-Périz, et al, 2009; Edwards y O'Flaherty, 2008).

Adicionalmente, se conoce que tanto el acido eicosapentaenoico (EPA) como el acido
docosahexaenoico (DHA) son precursores de un grupo de lipidos conocidos como
resolvinas y protectinas, moléculas que poseen propiedades antiinflamatorias (Gonzalez-
Périz, et al, 2009). Lo anterior tiene gran relevancia puesto que la inflamacién se ha
relacionado con el inicio y progresion de la DM y el cancer. Sin embargo, se ha reportado
que la administracion de los PUFA omega 3 produce algunos efectos no deseados (Albert
et al, 2013) y es por esta razén que el consumo de estas moléculas sigue siendo
controversial. Por ejemplo, existen estudios prospectivos en donde se ha mencionado un
riesgo elevado de cancer de préstata en los hombres con altas concentraciones de PUFA
omega 3 en sangre (Brasky et al, 2013).

Hasta la fecha no se conocen por completo los efectos reales de los PUFA omega 3 v,
recientemente, ha surgido preocupacion por su consumo ya que se ha propuesto que la
ingesta alta y prolongada de estas moléculas pueda ejercer efectos pro cancerigenos en
humanos (Lange et al, 2019; Serini y Calviello, 2018). Las concentraciones
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sanguineas/tisulares de EPA y DHA aumentan de acuerdo con su ingesta mediante el
consumo directo tanto de los alimentos como de los suplementos y es bien conocido que
estos acidos grasos son muy propensos a ser oxidados debido a la presencia de los
dobles enlaces en su estructura. Por lo anterior, cuando estas moléculas estan en altas
concentraciones, especialmente en condiciones donde se presentan estados de
inflamacién crénica, pueden formarse diversos compuestos téxicos (Serini y Calviello,
2018). Dichos compuestos podrian conducir a un estado de inestabilidad gendmica y por
lo tanto podrian asumir un papel importante en la formacion de tumores (Marnett, 1999).

Garcia- Gasca en 2021 encontré que la administracion de los &cidos grasos omega 3
(especificamente los de cadena larga, EPA y DHA) propicia el desarrollo de tumores
renales en ratas Wistar a las que se les indujo experimentalmente la DM2 por una
inyeccién intraperitoneal de Estreptozotocina (STZ). En los grupos que sélo fueron
inducidos a DM2 y que no recibieron tratamiento la formacion de tumores no fue evidente.
La STZ es un farmaco que ha sido reportado como agente carcinogénico (Szkudelski,
2012) y su efectividad para inducir DM experimental reside en la especificidad para las
células beta pancreéticas debido a que la STZ puede ingresar a dichas células a través
del Glucotransportador 2 (Hosokawa et al, 2001; Schnedl et al, 1994), transportador que
también se encuentra en las células renales (Thorens et al, 1990).

Metabolismo de acidos grasos en DMy cancer

Esta bien documentado que la fisiopatologia de la DM2 y el cancer esta relacionada con
la modificacion de las enzimas involucradas en el metabolismo de los lipidos y en
particular, varios trabajos de investigacion han resaltado el papel clave de los acidos
grasos y su metabolismo en el desarrollo y progresion de ambas patologias.

Por ejemplo, la dislipidemia que se observa en la DM2 a menudo se asocia con
concentracion altas de triacilgliceroles, concentraciones bajas de colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y concentraciones elevadas de acidos grasos libres.
Se ha postulado que los acidos grasos libres pueden alterar la accion de la insulina y el
metabolismo de la glucosa de varias formas. Una de las propuestas es que los acidos
grasos libres inhiben la sefalizacion de la insulina en los adipocitos mediante una via de
transduccién de sefiales que lleva a la inhibicion de la funcién de IRS-1(Gao et al, 2004),
ademas se ha mencionado que la exposicion cronica de las células beta pancreéticas a
altas concentraciones extracelulares de acidos grasos libres altera la respuesta secretora
de insulina a la glucosa (Arner, 2002).

En el caso del cancer, se conoce que los acidos grasos son esenciales para las células
neoplasicas pues proporcionan una fuente importante de energia durante condiciones de
estrés metabodlico (Koundouros y Poulogiannis, 2020). Ademas, cada vez existe mas
evidencia que respalda que ciertos tipos de células tumorales son capaces de sintetizar
de novo sus acidos grasos, por lo tanto, se ha propuesto que la lipogénesis tiene un papel
clave en el crecimiento tumoral (Rohrig y Schulze, 2016) y, experimentalmente se ha



demostrado que existen vias oncogénicas que convergen en la sintesis de acidos grasos
(Yang et al, 2002; Swinnen et al, 2000).

Se ha planteado que dentro de los motivos de la sintesis de novo en las células tumorales
esta la construccion de membranas bioldgicas, un proceso esencial para la rapida
proliferacién de estas células. Una de las enzimas claves en el proceso antes mencionado
es la sintasa de &cidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés); experimentalmente, se ha
demostrado que esta enzima estd regulada positivamente en varios tipos de cancer
(Wang et al, 2005; Swinnen et al, 2002; Kusakabe et al, 2002).

Como se describioé anteriormente, es claro que el metabolismo de los acidos grasos se ve
modificado en ambas patologias y especificamente, se han realizado estudios en donde
se pretenden observar las alteraciones que ocasionan estas patologias en las membranas
de distintas células. Un parametro que comuUnmente se reporta para observar estos
cambios es la fluidez membranal.

La fluidez de membrana indica el grado de desorden molecular y es un parametro que
hace referencia a la facilidad de movimiento que tienen las moléculas/componentes
dentro de la bicapa lipidica (Los y Murata, 2004). La alteracion de este parametro puede
desempefiar un papel clave en la regulacién de las propiedades de la membrana y con
ello influir en otros procesos celulares; por ejemplo, se ha mencionado que la
permeabilidad de la membrana esta correlacionada con la fluidez de la membrana (Lande
et al, 1995) y experimentalmente se ha observado que algunos procesos de transporte
(Block y Edwards, 1978), asi como la actividad de ciertas enzimas pueden alterarse
cuando la fluidez de la membrana se ve afectada (Brasitus et al, 1988).

Los factores ambientales y algunos nutrientes afectan la fluidez de la membrana al alterar
la temperatura, la composicion de proteinas y lipidos (contenido de colesterol, porcentaje
de acidos grasos saturados e insaturados en sus moléculas de fosfolipidos), y al inducir la
modificacion de dichas proteinas y lipidos (por ejemplo, lipoperoxidacion) (Maulucci et al,
2016).

En general, se acepta que con el desarrollo de la DM2 las membranas de distintos tipos
celulares tienden a ser rigidas o menos fluidas (Pilon, 2016) y se ha propuesto que el
cambio en este parametro durante el desarrollo de esta patologia es derivado de una
disminucion de la actividad de las desaturasas. (Ntambi, 1999), lo que implica que la
proporcion de los acidos grasos saturados en la membrana aumenta. Esta propuesta es
parcialmente compatible con los resultados obtenidos por nuestro equipo de trabajo, ya
gue se ha encontrado que dependiendo de la etapa en desarrollo de la DM2 la fluidez de
membrana efectivamente cambia, sin embargo, este cambio no implica necesariamente
una disminucion (Pérez-Hernandez et al, 2017).

Por su parte, en el caso del cancer, la generalidad es una mayor fluidez. Se ha
encontrado que en distintos tipos de cancer la fluidez membranal aumenta en
comparacion con sus contrapartes normales. Comunmente se ha reportado que este
incremento en la fluidez de membrana se relaciona con el potencial invasivo y la
capacidad metastasica de estas células (Zhao et al, 2016). Por ejemplo, se ha informado
que las células de carcinoma de pulmén que tienen una mayor fluidez membranal esta
relacionada con el potencial maligno de estas células (peor prondstico para los pacientes )
(Sok et al, 2002).Por su parte, en células de cancer de mama se reporté que el aumento
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en la fluidez membranal se correlaciona con un aumento de la metastasis pulmonar
(Zeisig et al, 2007); y, particularmente, ya se ha demostrado que en lineas celulares
malignas existen diferencias en el contenido y la proporcién de acidos grasos de sus
membranas en comparacién con las células del tejido normal (Meng et al, 2004).

Mitocondrias en DMy cancer

Se ha reportado que la DM, no sélo altera la composicibn membranal de las células sino
también altera la composicion de las membranas mitocondriales. Lo anterior es importante
ya que varios procesos celulares tienen lugar en las membranas biologicas y, por lo tanto,
el cambio en el patrén lipidico podria tener consecuencias directas especificamente sobre
un proceso que es indispensable para la funcion celular: la respiraciéon mitocondrial.

En mitocondrias de corazén de ratas inducidas a Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), se ha
informado una asociacién negativa entre la fluidez de membrana y el potencial de
membrana (pardmetro esencial en la sintesis de ATP en estas células) (Waczulikova et al,
2007).

Figueroa — Garcia y colaboradores (2015) encontraron que una hiperglucemia leve
cambia el patron lipidico de las membranas mitocondriales placentarias en ratas hembras
con DM2, se reporté un aumento en la proporcion de los 4cidos grasos insaturados y una
disminucién en la respiracion.

Posteriormente, Pérez- Hernandez y colaboradores (2017) reportaron que en
mitocondrias de higado la fluidez membranal aumenta durante el desarrollo temprano de
la DM2, también se encontré un aumento en la proporcién de acidos grasos insaturados
en la membrana y por su parte, se encontré un aumento en la respiracién mitocondrial.

Recientemente, Mejia -Zepeda y Pérez Hernandez (2020), demostraron que en ratas
wistar que cursaron por 5 meses de hiperglucemia, la DM2 disminuyé la fluidez de la
membrana en mitocondrias hepaticas (por cambios en la composicion de sus acidos
grasos) y a su vez, encontraron disminucién en el control respiratorio de estas
mitocondrias.

Lo anterior, parece reflejar que las alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de las
membranas de las mitocondrias (cambios en los acidos grasos o en la fluidez membranal)
traen como consecuencia alteraciones en la respiracion mitocondrial.

Con relacion al cancer, Garcia- Gasca (2021) reportd que en el modelo de tumor renal
inducido por STZ y suplementacion de acidos grasos omega 3 hay alteraciones en las
propiedades fisicas (fluidez) y quimicas (composicion de acidos grasos) del tejido tumoral.
En el caso de las mitocondrias, dichas alteraciones ain no han sido descritas; por lo
tanto, existe la necesidad de conocer los efectos que los cambios en el metabolismo de
los lipidos pueden generar en las membranas mitocondriales y como consecuencia, en su
funcién bioenergética.
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JUSTIFICACION

Uno de los tratamientos mas difundidos en la actualidad contra la diabetes, es el uso de
acidos grasos omega 3 de cadena larga, los cuales parecen estar implicados en el
desarrollo de tumores renales en ratas inducidas a DM2 por STZ. En este modelo, ya se
demostr6 que hay alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de los lipidos del tejido
tumoral, sin embargo, aun se desconoce qué ocurre en membranas mitocondriales. Lo
anterior es relevante si se considera que hay procesos celulares que tienen lugar en las
membranas de estos organelos, como la respiracion mitocondrial, que podria verse
afectado.

HIPOTESIS

La respiracibn mitocondrial, proceso bioenergético asociado a las membranas
mitocondriales, se vera afectada por cambios en la composicién de acidos grasos de
dichas membranas durante el desarrollo de tumores renales.

OBJETIVOS

General:

Analizar la participacion de la composicion de acidos grasos en las propiedades
fisicoquimicas de las membranas mitocondriales y su relacibn con la respiraciéon
mitocondrial en tumores renales en ratas Wistar- macho inducidas a diabetes mellitus tipo
2.

Objetivos particulares:

e Evaluar la funcién mitocondrial a través del control respiratorio en tumor renal de
ratas Wistar inducidas a diabetes mellitus tipo 2 suplementadas con acidos grasos
omega 3 de cadena larga (EPA y DHA).

e Analizar la composicion de acidos grasos de tejido y mitocondrias en tumor renal
de ratas Wistar inducidas a diabetes mellitus tipo 2 suplementadas con acidos
grasos omega 3 de cadena larga (EPA y DHA).

e Analizar el efecto del desarrollo de tumores sobre la composicién de acidos grasos
de mitocondrias renales y su repercusion en la respiracion mitocondrial.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo Experimental

La Diabetes mellitus tipo 2 fue inducida en ratas Wistar macho neonatos de 48 horas de
edad por inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) con una dosis de 125 mg/kg
de peso corporal disuelto 50 ul de amortiguador de citratos, a un pH de 4.6. Para el caso
de los grupos control solamente se les inyecté el amortiguador de citratos. Los animales
se mantuvieron con la madre hasta que fueron destetados, aproximadamente a las 4
semanas de edad. Para mas informacion referente al modelo, ver anexos.

Disefio experimental: Administracion de acidos grasos omega-3

Se formaron 4 grupos experimentales de acuerdo con el siguiente esquema (Figura 1):
Grupo control sin tratamiento (Control), Grupo control con administracion de acidos grasos
omega 3 de cadena larga (Control + w-3), Grupo inducido a DM2 sin tratamiento (STZ) y
Grupo inducido a DM2 con tratamiento de acido grasos omega 3 de cadena larga (STZ+
®-3). Los &cidos grasos fueron administrados de forma oral con ayuda de una
micropipeta con una dosis de 125 mg/kg de peso corporal. El tratamiento se comenzé a
administrar cuando los animales cumplieron las 4 semanas de edad y el esquema de
dosificacion empleado fue de 7 dias a la semana. El tiempo de administracion del
tratamiento fue variable (de los 6 a los 9 meses de edad de los organismos), ya que
dependi6 del periodo de desarrollo de los tumores renales (detectados por palpacion).

Para asegurar que el tratamiento administrado era buena fuente de EPA y DHA se
procedié a realizar el andlisis correspondiente del aceite por medio de cromatografia de
gases.

Ratas Wistar Macho

STZ (125mg/kg)

Controles STZ
Sin @-3 Con -3 de cadena larga Sin -3 Con -3 de cadena larga
‘ (12‘5 mg/kg) ‘ (125 mg/kg)
n=6 n=6 n=> =13

Figura 1. Esquema del disefio experimental; n= nimero de animales.



Medicién de peso y glucemia

La concentracion de glucosa en sangre fue cuantificada con un glucémetro marca
Accuchek. La muestra de sangre fue obtenida por medio de puncion en la cola con ayuda
de una lanceta. El peso de los animales se obtuvo con ayuda de una balanza digital.
Ambos parametros se obtuvieron antes de proceder a la eutanasia de los organismos con
previo ayuno de 4 horas.

Lineamientos de bioética

Para la realizacién 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

Una vez cumplido el tiempo establecido en protocolo, se realizé la eutanasia de los
organismos. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40mg/kg de
peso) por via intraperitoneal y se prosiguié a exsanguinarlos por puncion cardiaca para
después extraer los rifiones.

Posteriormente, los 6rganos se procesaron completos cuando:
1) Los riflones estaban totalmente sanos (figura 2a).

2) El desarrollo del tumor fue muy avanzado y no fue posible distinguir tejido sano (figura
2b).

Por el contrario, en el caso de los rifiones con tumor, se realizdé la separacion de la
seccion del tejido con tumor y el tejido normal. Lo anterior se hizo Unicamente en los
rinfones que tuvieron desarrollo incipiente del tumor (o0 en los rifiones en los cudles fue
posible distinguir macroscopicamente estas dos secciones) (Figura 2c).

a b

Seccién con
tumor

Seccion
morfolégicamente
normal

Figura 2. Representacion de cdmo se procesaron los rifiones de acuerdo con su caracteristica
macroscopica sano/tumoral. En a, rifibn completamente sano; en b, rifion con desarrollo de tumor
avanzado; en c rifiones con tumor en donde fue posible distinguir tejido sano y tejido tumoral.
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Los riflones completos (o las secciones de rifidn, segun fue el caso) se transfirieron a un
medio acuoso (medio de aislamiento), el cual esta compuesto por sacarosa 0.07 M, acido
4- (2-hidroxietil) piperazina- 1 etanosulfonico (HEPES) 20 mM, manitol 0.21 M y albumina
bovina 2 Mm a pH. 7.4; los rifiones fueron homogeneizados con ayuda de un
homogeneizador de vidrio Potter- Elvehjem en hielo evitando el sobrecalentamiento de la
muestra y las mitocondrias de rifion fueron aisladas por centrifugaciones diferenciales.
Con la finalidad de conocer la composicidon de acidos grasos del tejido renal se colect6
una muestra del homogenado para su posterior analisis en cromatografia de gases.

Aislamiento mitocondrial

Las mitocondrias de rifién fueron aisladas por centrifugaciones diferenciales empleando
una centrifuga Sorvall ST 16 R (Thermo Scientific) con rotor F15-6x100. Se hicieron 3
centrifugaciones de 10 minutos cada una. En la primera centrifugacion de 2500 rpm se
colect6 el sobrenadante. La segunda centrifugacion fue de 7500 rpm y se obtuvo el
precipitado. Posteriormente, se hizo una incubacion de 30 min con el precipitado obtenido
y medio de aislamiento con albumina al 1% con la finalidad de eliminar los acidos grasos
libres de la fraccion mitocondrial. La ultima centrifugacién fue de 9000 rpm en donde se
obtuvo el precipitado (mitocondrias de rifién) y fue resuspendido en el menor volumen
posible (menos de 1 ml) para posteriormente proceder a cuantificar proteina (Método de
Bradford, 1976).

Respiraciéon de mitocondrias renales

La funcién mitocondrial fue evaluada con la medicién de consumo de oxigeno. Para ello
se utilizé un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un oximetro YSI 500A. Los
experimentos fueron realizados en una camara de reaccion que contenia 1.5 ml de medio
de control respiratorio (medio de reaccién) cuyos componentes son Succinato 10 mM,
Sacarosa 250 mM, MgCl, 10 mM, H3sPO, 10 mM, EGTA 1.1 mM y albimina bovina al 1%.
El medio de reaccion se mantuvo a una temperatura de 37°C mediante un bafio de
recirculacion JULABO 77960. El consumo de oxigeno fue monitoreado por una
computadora con ayuda del programa Bite Wedge Standard.

La respiraciobn mitocondrial se evalué con los cambios en la velocidad del consumo de
oxigeno (consumo de oxigeno por unidad de tiempo) en los estados 4 (alto contenido de
sustrato y oxigeno) y estado 3 (alto contenido de sustrato y adicibon de ADP) para
posteriormente calcular el control respiratorio (cociente de la velocidad en estado 3/
velocidad del estado 4).
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Procesamiento de las muestras.

Los metil ésteres de los acidos grasos fueron obtenidos siguiendo el método de Morrison
y Smith (1964). Se utilizaron viales de vidrio de 4 ml en donde se adicionaron 50 pul de
muestra, posteriormente se agregé 1 ml de reactivo de trifluoruro de boro 14% en
metanol. Los viales se colocaron en bafio maria por 30 minutos a temperatura de
ebullicion del agua (aproximadamente 92°C a la altura de la CDMX). Una vez transcurrido
el tiempo los viales se retiraron del bafio maria y se le adicionaron 2 ml de hexanoy 1 ml
de agua, se centrifugd y dio como resultado la formacién de dos fases. A continuacion, se
colecto la parte organica y esta se traslado a otro vial. El hexano fue evaporado con una
corriente constante de nitrégeno y los metil ésteres de los acidos grasos fueron
almacenados en congelacion y protegidos de la luz para su posterior andlisis.

Andlisis de los acidos grasos de mitocondrias y tejido renal.

Los metil ésteres de los acidos grasos fueron resuspendidos en 50 pl de hexano, se
analizaron en un cromatografo de Gases Perkin Elmer Clarus 500 cuyas caracteristicas
son las siguientes: inyector capilar Split/splitless y detector de ionizacién de flama (FID).
La columna responsable de la separacion de los acidos grasos fue la columna capilar
Omegawax con un diametro interno de 0.25 mm y 30 m de longitud. El gas acarreador fue
nitrégeno. Se inyectaron 4 pl de la muestra y la composicién de 4cidos grasos tanto del
tejido, asi como de las mitocondrias renales se determind por comparacion de los tiempos
de retencion con metil esterés estandares y por analisis de las areas bajo los picos de los
acidos grasos correspondientes registrados en el cromatograma.

Analisis estadistico

En este estudio, la “n” fue variable dependiendo de la naturaleza de los datos
presentados.

e Para los datos del peso y la glucemia, la n hace referencia al numero de
organismos de cada grupo experimental (n= nimero de animales).

e En el caso de los pesos y las medidas de los 6rganos, la n corresponde a los
riiones que fueron extraidos (n= namero de rifiones).

e Por su parte, en los datos de la respiracion mitocondrial y la composicion de
acidos grasos, la n hace referencia al nimero de ensayos que se realizaron
(n= numero de ensayos).
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Se utilizo la prueba de Kolmogorov- Smirnov para probar la normalidad de los datos del
peso de los organismos. Posteriormente estos datos se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de una via con prueba de Bonferroni.

Los demdas datos (parametros respiratorios y composicion de acidos grasos) fueron
analizados mediante prueba de Kruskal- Wallis con prueba de Dunn’s para la
comparacion multiple de los datos entre los grupos. Todos los analisis se realizaron en el
programa SigmaPlot 12.3 (2013).
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RESULTADOS

Composicion de aceite de salmén

El aceite de salmén comercial seleccionado para el tratamiento fue analizado por
cromatografia de gases. En la tabla 1 se presenta la composicidén (en mol %) del aceite de
la marca salmon oil 1000; se encontré que este aceite es buena fuente de &cidos grasos
omega 3 de cadena larga ya que su contenido de EPA y DHA es de 24.27 y 14.63 %
respectivamente, lo que en conjunto representa un contenido de alrededor del 39%.

Tabla 1. Composicion de acidos grasos del aceite de salmén comercial analizado por

cromatografia de gases

Acido graso mol %
Miristico 3.65+0.20
Palmitico 9.41 +£0.20

Palmitoleico 457 £0.31
Estearico 2.83+0.31

Oleico 20.09 £ 0.39
Linoleico 4.66 £0.41
Linolénico 2.04 £0.15

Araquidico 1.57+£0.37
Araquiddnico 1.16 £ 0.46
EPA 24.27 £ 0.26
DHA 14.63 £1.41

NI 7.50 £1.06

EPA, Acido eicosapentaenoico; DHA Acido docosahexaenoico; NI, No identificado
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Peso y glucemia al sacrificio.

Los parametros fisiologicos (peso y glucemia) se tomaron justo antes de proceder a la
eutanasia de los organismos. Los datos obtenidos se presentan en la tabla 2.

En general, se observa que, de las ratas sacrificadas, el grupo STZ fue el grupo que tuvo
una menor ganancia de peso corporal en relaciébn con las ratas de los otros grupos
experimentales y este pardmetro es significativamente menor si se compara con la
ganancia de peso del grupo control.

Como era de esperarse, tanto el grupo normoglicémico (grupo control) asi como el grupo
normoglicémico con administracion de &cidos grasos omega 3 (grupo control+ w-3)
tuvieron glucemias normales. En contraste, los grupos STZ y STZ +w-3 mostraron
glucemias muy elevadas al momento del sacrificio en comparacién con sus respectivos
grupo control.

Ademas, con la finalidad de mostrar cémo es el control de la glucemia en organismos
representativos de los diferentes grupos experimentales, se realizaron Curvas de
Tolerancia a la Glucosa (CTG) (Figura 10, anexos).

Tabla 2. Peso y glucemia de ratas diabéticas tipo 2 tratadas con acidos grasos omega 3 de cadena
larga al sacrificio.

Grupo experimental Peso (g) Glucemia (mg/dL)
Control (n=6) 514 +53 95+8

Control + -3 (n=6) 469 + 33 90+5

STZ (n=5) 413 +38 * 214 + 158

STZ + @-3 (n=13) 461 +43 189 + 108

STZ; diabético tipo 2, w-3: acidos grasos omega 3 de cadena larga, h= nimero de organismos

*p< 0.05 diferencia con relacion al grupo control.
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Generacién de tumores

Las siguientes figuras muestran los tumores renales generados en las ratas que fueron
inducidas a DM2 y que recibieron administracién de acidos grasos omega 3 (STZ + w-3).

En la figura 3a se muestra la primera rata sacrificada de este grupo experimental con una
edad de 8 meses; se observa la formacion del tumor renal a simple vista y en la figura 3b
se muestran sus respectivos rifiones, en el caso de este organismo el tumor se generé en
el rifdn izquierdo.

En la figura 3c se muestra la segunda rata sacrificada, la edad de sacrificio fue a los 7
meses y en este caso se observa el tumor renal al momento de extirpar estos 6rganos,
mientras que, en la figura 3d se puede apreciar con mayor claridad el crecimiento celular
anormal del rindn tumoral (rifibn derecho) en comparacién con el rindn que no presentd
tumor (rifdn izquierdo).

En la figura 3e se muestra la tercera rata sacrificada de este grupo experimental y se
observa que, en el caso de este organismo, la generacion de tumores renales es evidente
en ambos rifiones (los tumores se encuentran sefialados por circulos rojos); finalmente,
en la figura 3f se muestran los rifiones una vez que estos fueron extraidos y se aprecia
que, el rifidén derecho tuvo un crecimiento tumoral mayor.

En la figura 4a se muestra el rifién izquierdo con tumor (circulo rojo) de la cuarta rata
sacrificada a los 7 meses de edad; en 4b se observan sus rifiones una vez que fueron
extraidos. En este caso es evidente que ambos rifiones presentaron tumor (incluso el
peso de sus rifiones con tumor fue muy similar, alrededor de los 20 g).

En la figura 4c se observa la quinta rata de este grupo experimental, la edad de sacrificio
fue a los 8 meses y en este caso se observa el tumor renal al momento de extirpar estos
organos; por su parte, en la figura 4d se aprecia el crecimiento anormal del rifidn tumoral
(rifidn derecho) en comparacion con el rindn que no presentd tumor (rifidn izquierdo).

Finalmente, en la figura 4e se muestra el rifion derecho con tumor de la sexta rata
sacrificada de este grupo experimental, mientras que en la figura 4f se observan sus
rifones una vez que fueron extraidos. En el caso de este organismo se observa que
ambos riflones presentaron tumor, sin embargo, el rifibn derecho tuvo un crecimiento
tumoral mayor.

Se presentan estas imagenes por dos razones: la primera es para demostrar que se
obtuvo con éxito el modelo de generacién de tumores renales y la segunda, es para hacer
notar que los tumores se generaron en algunos casos en el rifion derecho, en otros casos
en el rifién izquierdo y también se tuvieron ratas en las que el desarrollo de tumores fue
evidente en ambos rifiones.
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Rifi6n derecho Rifi6n izquierdo
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2N

Figura 3. Tumores renales de ratas inducidas a DM2 con tratamiento de acidos grasos omega 3 de
cadena larga. En a, c y e se muestran los rifiones con tumor antes de ser extraidos del organismo. En b,
dy f se observan los rifiones una vez que fueron obtenidos.
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Figura 4. Tumores renales de ratas inducidas a DM2 con tratamiento de acidos grasos omega 3 de
cadena larga. En a, c y e se muestran los rifiones con tumor antes de ser extraidos del organismo. En b,d

y f se observan los rifiones una vez que fueron obtenidos.
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Clasificacién de los tumores

El grupo STZ + w-3 estuvo conformado por 13 organismos, y 7 de ellos presentaron
tumores renales (alrededor del 50 % de la poblacion). Los tumores generados fueron muy
heterogéneos en cuanto al peso, tamafio y tiempo de desarrollo (por ejemplo, hubo casos
en donde los tumores fueron apenas incipientes, mientras que en otro caso en particular
el rindn con tumor peso6 88g). Por lo anterior se decidié separar/clasificar a los tumores
renales generados de acuerdo con cuatro diferentes rangos de peso. Lo anterior se hizo
con la finalidad de observar mejor los posibles cambios en estas muestras e incluso para
detectar posibles tendencias. Los rangos de peso asignados se presentan en la tabla 3
(asi mismo se muestran algunas imagenes representativas de los tumores clasificados).

Para el caso de los rifilones con tumores que pesaron entre 1.8 g y 3.8 se les asigno el
nombre de “pequefios”. Los rifiones con tumor que pesaron entre 7.6 y 12.9 g se les
asigno el nombre de “medianos”. Por su parte, los rifiones con tumor cuyo peso fue entre
19.5 g y 24.3 g se nombraron como “grandes”. Por ultimo, se obtuvo un rifion con tumor
renal cuyo peso fue muy superior a los anteriores (88g) y por ello se decidié clasificarlo
aparte y se le asigno el nombre de “Extra Grande”.

En este punto es de suma importancia mencionar que los 6 organismos restantes del
grupo STZ + w-3 (en donde no fue evidente la presencia de los tumores renales) se
trabajaron en un grupo por separado.

Entonces, tomando en cuenta lo anterior se tendrian en total 4 grupos experimentales en
los cuales la generaciéon de tumores no fue evidente: el grupo control, el grupo control +
w-3, el grupo STZ y el grupo STZ + w-3 (en donde se incluyen a los 6 organismos antes
mencionados). Y, por su parte, los riflones de las 7 ratas del grupo STZ + w-3 (en donde
si fue evidente la generacién de tumores) se trabajaron de acuerdo con la clasificacion
antes mencionada.
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Tabla 3. Clasificacion por peso de los rifiones con tumores generados en las ratas del grupo experimental STZ + w-3.

Nombre
asignado

Rango
de peso

Pequeiios

1.8-3.8g

Medianos

7.6-129g
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Grandes

19.5- 24.3g

Extra Grande

88g



Peso y medidas de los rifiones

Con la finalidad de conocer la magnitud de los tumores renales generados, se tomaron
mediciones del peso y se obtuvieron las medidas (largo, ancho y grosor) de los rifiones
gue fueron extraidos de cada una de las ratas (al momento de realizar la eutanasia) de los
diferentes grupos experimentales. En general, se observa que los rifiones del grupo STZ +
w-3 que presentaron tumores (mostrados en las ultimas 4 filas de la tabla) fueron los que
tuvieron un mayor peso.

Si el peso de estos rifiones tumorales los comparamos con el peso de los rifiones del
grupo control se observa que: los tumores “pequefios” pesaron 1.6 veces mas, los
“medianos” tuvieron un peso 5.4 veces mayor; los pesos promedios de los tumores
nombrados como “Grandes” fueron 13.7 veces mayor y el tumor “Extra Grande” pes6 51.9
veces mas. Ademas, las medidas obtenidas de los rifiones con tumores parecen ser
consistentes con su peso.

Tabla 4. Peso (g) y medidas de los rifiones (mm) de los diferentes grupos experimentales
analizados.

Medidas de rifiones (mm)

Grupo Peso (g) Largo Ancho Grosor
Control 1.70+£0.17 20.85+0.78 12.21+0.73 9.16 £0.25
Sin (n=12)
tumores  Control + w-3 1.48 £0.26 20.34£1.18 11.65+1.01 8.82+£0.49
(n=12)
STZ 1.44+0.21 19.97 £0.93 12.72 £ 0.77 10.07 £ 0.61
(n=10)
STZ + w-3 1.52+0.19 20.36 £ 1.27 12.43+0.75 9.52 £0.55
(n=12)
STZ + w-3 Pequenos 2.87 24.41 15.96 12.13
Tumores  (n=2)
n=10 Medianos 9.25+3.11 34.73+£3.61 27.73£9.31 19.10+3.48
(n=3)
Grandes 23.31+2.8 45.6£4.7 37.6+£3.9 285149
(n=4)
Extra Grande 88.29

(n=1)

STZ; diabético tipo 2, w-3: acidos grasos omega 3 de cadena larga. n= nimero de rifiones
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Respiracion mitocondrial

Con la finalidad de conocer si el desarrollo de los tumores renales afectd la respiracion
mitocondrial, se midieron las velocidades de respiracion para posteriormente calcular el
control respiratorio (CR; cociente entre las velocidades de respiracion del estado 3/
velocidad de respiracion del estado 4).

En la tabla 5 se muestran los parametros respiratorios de las mitocondrias que fueron
aisladas de los diferentes grupos experimentales. En general, se muestra que el grupo
control, es el grupo en donde se observa que los pardmetros respiratorios promedio
(velocidad de respiracion en el estado 4 y estado 3 mitocondrial, asi como el CR) son mas
altos en comparacién con los parametros de los demas grupos experimentales.

Por su parte, se observa que en las mitocondrias que fueron aisladas del tejido tumoral
(dltimas 4 filas de la tabla) las velocidades de respiracion disminuyen de manera evidente
en comparacion con las velocidades del grupo control.

Para el caso de los rifiones con tumores “pequenos” se observa que hay una disminucion
de las velocidades del estado 4 y 3 mitocondrial, y esta disminucion es de 1.9 y 2.5 veces
menor respectivamente si se compara con las velocidades del grupo control.

En los rinones con tumores “Grandes” se observa una disminucién de 4.4 y 5.5 veces de
las velocidades de respiracion del estado 4 y 3 mitocondrial respectivamente en relacion a
las que se presentan en el grupo control

Y por ultimo, en el rindn con tumor “Extra Grande” se encontrdé que las velocidades de
respiracion disminuyeron 12.3 y 16.6 veces con relacion a las velocidades de respiracion
del estado 4 y 3 mitocondrial del grupo control.

En todos los casos es evidente que no se observd gran cambio en el CR de las muestras
tumorales con relacion a los CR de los otros grupos experimentales, sin embargo, es claro
gue la presencia de los tumores esta alterando principalmente las velocidades de
respiracion mitocondrial
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Tabla 5. Parametros respiratorios de mitocondrias renales de los diferentes grupos experimentales
analizados.

Respiraciéon mitocondrial

Grupo Edo 4 Edo 3 CR
experimental (nAO/min/mg (nAO/min/mg
de proteina) de proteina)

Sin tumores Control 161 £ 63 267 + 83 1.71£0.30
(n=29)
Control + w-3 135+ 35 213 £ 60 1.59+0.34
(n=26)
STZ 154 £ 85 182 £ 88 1.21+0.19°
(n=19)
STZ + w-3 162 £ 54 214 + 86 1.31£0.24
(n=22)

Tumores Pequefios 81+57 104 + 67° 1.35+0.13
(n=4)
Medianos 13 19 1.44
(n=2)
Grandes 36 +10 *° 48 +17% 1.31+0.21
(n=6)
Extra Grande 13+0.7° 16 + 1.8% 1.24 +0.15
(n=4)

STZ; diabético tipo 2, w-3: acidos grasos omega 3 de cadena larga. n= se refiere al nUmero de ensayos;
a p< 0.05 diferencia con grupo control, b p< 0.05 diferencia con grupo control + w-3, ¢ p< 0.05 diferencia
con grupo STZ, d p< 0.05 diferencia con STZ + w-3
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Composicion de acidos grasos

Mediante cromatografia de gases se analizé la composicién de acidos grasos tanto del
tejido renal, asi como de sus respectivas mitocondrias correspondientes a todos los
grupos experimentales.

Con el fin de observar cambios en las membranas (del tejido renal y sus mitocondrias) se
trabajé con un indice de fluidez (mostrado en la dltima fila de todas las tablas que se
presentan). Este indice se define de la siguiente manera: cociente I/S (donde I= es la
suma de los acidos grasos insaturados, S= suma de los acidos grasos saturados). En este
sentido, es de suma importancia mencionar que este cociente al tomar en cuenta
Unicamente a los &cidos grasos soélo hace alusion a un indice de fluidez y no al parametro
fisico como tal (pues para poder determinar la fluidez se deben considerar otras
moléculas como las proteinas o el colesterol, las cuales también forman parte de las
membranas).

En las siguientes tablas se muestran los resultados de la composicién de acidos grasos
(en mol%) del tejido renal (tablas 6 y 7) y sus respectivas mitocondrias (tablas 8 y 9) de
los diferentes grupos experimentales. Los datos se analizaron de acuerdo con lo descrito
en material y métodos y las diferencias encontradas se muestran en cada una de las
tablas.

En primer lugar, se presenta la tabla 6 que corresponde a la composicion de &cidos
grasos del tejido renal de los grupos experimentales en donde la generacién de tumores
renales no fue evidente. En general, se observa que entre estos cuatro grupos no hay
grandes diferencias en la composicion de acidos grasos de sus membranas. De hecho, el
indice de fluidez membranal promedio entre estos 4 grupos es bastante similar.

Por su parte, en la tabla 7 se muestran los tejidos de los tumores. Es importante tener
claro que dentro del grupo STZ + w-3 se obtuvo una generacion de tumores de alrededor
del 50 % y esos tumores fueron clasificados en diferentes rangos de peso, por lo que en
esta tabla se presentan organizados de esa forma con la intencién de visualizar posibles
tendencias. En principio se observa que los indices de fluidez de los tumores son
menores si se comparan con el indice del grupo control. Y en particular, se observa que,
el cociente de I/S del tumor clasificado como “extra grande” disminuye significativamente
con relacién a los cocientes I/S de los tumores de menor peso. Lo anterior es consistente
con el aumento significativo de la suma de &cidos grasos saturados encontrado en las
membranas del tejido renal del rifidn con tumor “extra grande”.

Ademas, se observa que hay cambios en la proporcion de algunos acidos grasos entre los
tumores clasificados. Por ejemplo, la proporcion del &cido palmitico y el acido graso de 22
carbonos (aln no se ha identificado con precision el nimero de insaturaciones, C22)
incrementan de forma significativa en los tumores “grandes” y en el tumor “extra grande”
con relacion a la proporcion de los tumores “pequenos”.
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Adicionalmente, es evidente que hay una disminucién significativa en la proporcién de
acido araquidonico entre los tumores clasificados
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Tabla 6. Composicidn de acidos grasos (en mol%) de tejido renal de los grupos experimentales
donde la generaciéon de tumores no fue evidente.

TEJIDO RENAL DE RATA

i Control Control + w-3 STZ STZ+ w-3
Acido graso
n =36 n =36 n =230 n =42
Miristico 034 + 0.07 , 048 + 022 ,4 040 £ 016 4 0.49 + 0.10

Pentadecanoico 0.15 + 0.03 0.19 + 0.02 ,¢ 012 = 0.03 , 0.13 + 0.02

Palmitico 1786 + 211 , 1886 =+ 115 , 1734 + 093 4 17.2 %= 0.61 .
Palmitoleico 0.25 =+ 0.05 4 030 * 008 . 022 =005 , 0.27 % 0.07 4
Heptadecanoico 0.32 %= 0.07 041 + 005 .4 032 =004 , 0.33 £ 0.04 ,
Esteérico 17.69 = 215 . 1757 * 179 . 1887 + 110 ¢ 184 % 124
Oleico 16.16 *= 2.09 1466 * 3.73 4 1476 £ 285 4 16.3 * 1.87
Linoleico 16.65 = 255 4 16.31 * 1.30 15.66 + 1.91 158 + 1.36 .
Gamma Linolénico 0.08 + 0.01 0.07 + 002 4 0.08 = 0.01 4 0.1 % 0.05
Linolénico 0.17 =+ 0.06 0.18 <+ 0.08 0.14 + 0.04 0.18 *= 0.05
Araquidico 0.17 + 0.04 0.14 <+ 0.09 0.20 %= 0.05 0.14 * 0.03
Araquidénico 21.27 = 1.89 22.69 = 3.30 22.80 £ 2.82 22.4 + 2.39
EPA 0.36 + 0.07 4 043 + 012 4 040 = 0.09 4 033 % 0.05 a4
Behénico 0.27 + 0.11 0.35 =+ 0.06 0.28 * 0.08 0.26 *= 0.04
C22 0.27 + 007 4 030 =+ 008 ,4 040 * 0.13 4, 0.38 + 0.05
Lignocérico 266 + 044 ,4 213 £ 071 ,4 241 * 034 4 2.04 = 026
DHA 316 + 079 , 214 £ 089 , 266 * 048 , 258 % 0.63 ,
NI 230 + 0.51 3.01 =+ 0.78 297 + 101 281 + 0.33
Saturados 3936 + 4.02 ,. 3999 *+ 189 , 3993 £ 125 44 389 * 1.26 .
Insaturados 5834 + 409 , 5700 =+ 217 , 5709 + 190 , 583 * 1.28
IS 150 * 022 , 143 =+ 012 , 143 +009 ,4 15 =% 0.08 .

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos
insaturados/ acidos grasos saturados). n= nimero de ensayos; a p< 0.05 diferencia con “Control”, b p< 0.05 diferencia con
“Control +-3", ¢ p< 0.05 diferencia con “STZ”, d p< 0.05 diferencia con “STZ + w-3".
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Tabla 7. Composicién de acidos grasos (en mol%) de tejido renal del grupo experimental STZ + w-3
con generacion de tumores renales.

TEJIDO DE TUMOR RENAL DE RATA

i Pequefios Medianos Grandes Extra Grande
Acido graso
n==6 n==6 n=12 n=10
Miristico 059 =+ 0.03 052 =+ 0.11 0.67 + 0.16 0.69 * 0.12
Pentadecanoico 0.15 * 0.04 0.15 =+ 0.05 0.20 = 0.03 0.19 + 0.02
Palmitico 1778 + 0.66 g 19.95 + 1.05 ,q 2148 + 1.14 ,, 23.04 + 150 4
Palmitoleico 0.25 + 0.05 0.48 + 0.03 0.44 + 0.07 0.31 + 0.03
Heptadecanoico 0.32 + 0.04 ,q 024 + 0.04 g 031 + 0.04 g 034 £ 0.05 e
Estearico 18.79 £ 0.46 pg 16.24 = 050 g 1561 + 1.02 g 17.19 £ 0.95 4
Oleico 1579 + 2.34 19.27 + 1.52 2136 + 2.24 1868 + 1.41
Linoleico 1296 + 3.07 ¢ 10.75 + 1.18 , 13.10 + 2.12 , 997 + 087 ,
Gamma Linolénico 0.10 *= 0.01 0.08 * 0.03 0.13 * 0.02 0.07 + 0.01
Linolénico 0.12 =+ 0.02 0.16 %= 0.02 0.22 + 0.14 0.09 £ 0.02
Araquidico 0.16 %= 0.07 032 *= 0.21 0.21 + 0.14 0.32 * 0.08
Araquiddnico 2153 + 166 . 1887 + 3.77 4 1338 + 1.79 , 1451 + 0.63
EPA 0.29 + 0.07 027 + 005 4 032 + 0.08 041 + 0.05 ,
Behénico 0.33 + 0.10 0.43 + 0.34 0.19 + 0.08 0.18 + 0.10
C22 089 + 049 4 205 + 081 4 287 + 088 , 343 + 021 4
Lignocérico 196 =+ 0.12 2.02 + 0.38 196 + 0.51 2.06 + 0.25
DHA 253 + 039 4 271 + 023 4 254 + 045 4 420 + 030 g
NI 552 + 3.08 549 + 0.49 5,02 £ 1.46 447 £ 250
Saturados 40.09 + 027 4 3987 * 026 4 4061 + 215 4 4393 + 1.02
Insaturados 5439 = 2.95 5464 + 041 4 5437 * 235 5161 + 1.60
IS 136 + 007 4 137 + 001 4 134 + 013 4 117 =+ 0.02 e

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; 1/S, indice de fluidez (acidos
grasos insaturados/ acidos grasos saturados). n= ndmero de ensayos; a p< 0.05 diferencia con “Pequefios”,
b p< 0.05 diferencia con “Medianos”, ¢ p< 0.05 diferencia con “Grandes”, d p< 0.05 diferencia con “Extra grande”.
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Por su parte, en las siguientes tablas se muestra la composicién de acidos grasos de las
membranas mitocondriales. En la tabla 8 se muestran los resultados de la composicion de
acidos grasos (en mol%) de las mitocondrias de los grupos experimentales en donde la
generacion de tumores renales no fue evidente. En principio se puede observar que los
indices de fluidez son mayores en comparacion con lo reportado para el tejido. En este
caso se observa que las mitocondrias del grupo control tuvieron un indice de fluidez
promedio que es mayor en comparacion con los indices de los otros grupos
experimentales, sin embargo, de forma general no se observan grandes diferencias en la
composicion de 4cidos grasos entre estos grupos.

Nuevamente, los datos de las mitocondrias tumorales se presentan en el mismo sentido
que el tejido (donde los tumores fueron clasificados en diferentes rangos de peso). En
este caso se puede apreciar (tabla 9) que en las membranas de las mitocondrias también
hay cambios importantes en la proporcidon de algunos acidos grasos entre los tumores
clasificados. En principio, se observa que desde los tumores “medianos” y hasta el rifidén
con tumor “extra grande” hay un incremento significativo en la proporcion del acido
palmitico y en la proporcion del acido oleico en comparacién con los tumores “pequefios”.

En relacién a la proporcion del acido Linoleico, se observa que en los tumores que
pesaron mas de 7 g (tumores “medianos, tumores “grandes” y rindn con tumor “extra
grande”) hay una disminucioén significativa de este acido graso con relacién a los tumores
“pequenos”. Algo similar ocurre con la proporcion de acido araquidénico; sin embargo, en
este caso, se observa una tendencia de disminuciéon que parece estar asociada con el
peso y tamafio de los tumores.

Derivado de todos los cambios descritos anteriormente, se observan diferencias en la
suma de acidos grasos insaturados, y como consecuencia, en el cociente de I/S. Es
evidente que mientras mas desarrollado es el tumor (en cuanto a peso y tamafio) menor
es el indice de fluidez membranal.
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Tabla 8. Composicién de acidos grasos (en mol%) de mitocondrias aisladas del tejido renal de los
grupos experimentales sin tumores evidentes.

MITOCONDRIAS DE RINON DE RATA

Acido graso Control Control + w-3 STZ STZ + w-3

n =236 n =36 n =30 n=42

Miristico 0.18 £ 0.03 , 0.24

I+

008 , 021 +*006 4 0.30

I+

0.05 .
Pentadecanoico 0.12 + 0.02 , 0.13 + 0.02 , 0.10 + 0.02 0.11 + 0.01
Palmitico 14.80 £ 0.63 15.48 + 0.96 14.85

I+

1.03 15.29 = 0.58

I+

Palmitoleico 0.19 £+ 0.03 4 0.22 £0.04 L 0.16
Heptadecanoico 0.31 = 0.03 0.33 + 0.03 0.31

0.02 , 0.21 £ 0.08 ,
0.04 0.31 = 0.04

+
I+

Estearico  18.30 + 1.39 ., 1853+ 1.05 , 19.86 + 1.68 , 19.21 + 0.75 ,
Oleico 10.64 + 1.27 . 1080+ 1.38 . 10.19 + 0.60 .4 11.35+ 0.62 .
Linoleico 17.64 + 1.49 17.75 + 0.99 17.37 + 0.87 16.47 + 0.94
(SRl 0.07 + 0.02 0.05 + 0.01 0.08 + 0.01 0.08 + 0.02

Linolénico

Linolénico  0.07 + 0.02 0.07 + 0.04 0.07 + 0.01 0.08 + 0.02

Araquidico  0.14 + 0.08 0.04 + 0.01 0.17 + 0.06 0.12 + 0.03

Araquidénico 29.12 + 124 |, 29.26+1.04 , 2833 *151 4 2858+ 095

EPA 048 +0.10 4 046 010 4 047 x£0.08 4 0.38 £ 0.05
Behénico 0.20 = 0.04 0.22 = 0.05 0.25 = 0.10 0.24 = 0.03
Cc22 0.18 £+ 004 4, 0.17 £004 4 020 *£0.05 4 0.24 £ 0.03 4
Lignocérico 2.13 £+ 042 4 1.36 £055 4 2.16 + 0.27 1.97 + 0.23 4
DHA 285 £ 033 g 203 065 , 243 031 , 235 =044 ,
NI 2.66 = 0.64 2.87 + 0.58 280 £ 0.32 274 + 0.32

+
+

Saturados 3611 +1.72 . 36.33+093 3791 *246 , 37.55+* 0.82
Insaturados  61.23 + 199 4 60.79+1.06 . 5929 +238 , 59.71+ 0.79 ,
IS 170 £ 014 . 168 007 . 157 *=0.15 , 1.59 * 0.06

+
T
+
+

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; /S, indice de fluidez (acidos
grasos insaturados/ acidos grasos saturados). n= numero de ensayos; a p< 0.05 diferencia con “Control”, b p< 0.05
diferencia con “Control +-3”, ¢ p< 0.05 diferencia con “STZ”, d p< 0.05 diferencia con “STZ + w-3".
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos (en mol%) de mitocondrias aisladas del tejido renal del
grupo experimental STZ + -3 con generacion de tumores renales.

MITOCONDRIAS DE TUMOR DE RINON DE RATA

i Pequefios Medianos Grandes Extra Grande
Acido graso
n=6 n=6 n=13 n=10
Miristico 037 + 011 , 046 =+0.16 , 052 * 0.06 0.70 + 0.05
Pentadecanoico 0.11 += 0.02 ,4 0.16 +*0.08 , 0.19 + 003 , 0.19 * 0.02 ,
Palmitico 156 + 041 L 1885 +209 , 2046 + 069 , 2473 + 179 ,
Palmitoleico 0.18 + 0.03 0.54 =+ 0.08 0.43 = 0.08 0.33 + 0.03
Heptadecanoico 0.32 + 0.06 g 0.26 % 0.07 5q 0.33 * 0.04 4 0.37 £ 0.06 g
Estearico 19 + 041 17.44 = 0.57 16.68 = 0.69 18.21 £ 1.07
Oleico 12.4 + 0.40 pq 17.77 +2.45 , 1857 + 201 , 1754 + 0.88 ,
Linoleico 146 £ 1.25 ¢ 1035 + 048 , 1232 £+ 1.10 , 1004 + 1.18 ,
Lﬁzﬁmio 0.08 + 0.00 008 +003 012 + 002 007 + 002
Linolénico 006 + 001 , 0.09 *0.02 , 0.13 + 0.08 0.06 +* 0.02
Araquidico 0.17 = 0.07 0.31 =+ 0.20 0.14 = 0.05 0.30 + 0.06
Araquidénico 28 + 0.11 pq 2056 + 514 , 16.19 + 225 , 1417 + 0.84 ,
EPA 0.33 += 0.06 0.28 =+ 0.02 0.32 = 0.06 0.29 = 0.09
Behénico 0.28 = 0.04 0.40 =+ 0.29 0.15 = 0.06 0.24 = 0.07
C22 0.67 + 0.34 192 £ 1.17 3.00 + 0.63 3.16 + 0.33
Lignocérico 226 = 010 . 2.00 <+ 0.18 207 = 038 , 217 = 0.25
DHA 274 + 0.32 3.15 + 0.37 270 = 0.38 391 + 0.22
NI 293 = 1.37 5.37 £ 0.37 5.68 = 0.88 3.75 = 142
Saturados 381 + 045 4 3989 +1.28 4 4055+ 080 4 46.79 =+ 1.69
Insaturados 59 + 1.05 4 54.74 +0.98 4 53.77 + 150 .4 49.46 = 1.33 .
I/S 155 + 002 ,q 137 007 59 133 = 0.06 5, 1.06 £ 0.06 g

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; /S, indice de fluidez (acidos
grasos insaturados/ acidos grasos saturados). n= numero de ensayos; a p< 0.05 diferencia con “Pequefios”,
b p< 0.05 diferencia con “Medianos”, ¢ p< 0.05 diferencia con “Grandes”, d p< 0.05 diferencia con “Extra grande”.



DISCUSION

Modelo

Existen diversas técnicas experimentales para generar modelos de DM en animales,
algunos de estos métodos incluyen dietas altas en grasas y azucar (Heydemann, 2016;
Surwit et al, 1988) y animales modificados genéticamente (Withers et al 1998); sin
embargo, la induccion de DM utilizando productos quimicos citotoxicos como la
estreptozotocina (STZ) ha sido de los métodos mas utilizados debido a la alta selectividad
para las células B pancreaticas.

La STZ es un compuesto cuya estructura es muy similar a la de la glucosa y gracias a
esta caracteristica es que la STZ puede ingresar a ciertas células a través del
glucotransportador 2 (GLUT2) (Schenedl et al, 1994), transportador que se expresa
ampliamente en la membrana plasmatica de las células B pancreaticas y en otras lineas
celulares como las hepaticas, las células intestinales y las renales (Thorens et al, 1990).

El mecanismo de accién de la STZ se basa principalmente en su efecto genotéxico, ya
gue varios investigadores han reportado que esta toxina es un agente alquilante que lleva
a cabo la metilacion directa del DNA de las células beta pancreéticas (Lenzen, 2008) lo
gue ocasiona dafos y lleva al rompimiento de las cadenas de DNA para posteriormente
promover la muerte celular (Yamamoto et al, 1981). Adicionalmente, se ha propuesto que
durante el proceso del metabolismo de la STZ se forman especies reactivas, moléculas
gue desempefian un papel clave en la toxicidad del compuesto (Kréncke et al, 1995).

A pesar de la eficacia de este farmaco para la generacion de modelos de DM en
animales, los investigadores han observado efectos adversos en otros érganos blancos.
Dentro de estos efectos adversos se ha visto que los animales de experimentacion
inducidos a DM desarrollan neoplasias en el rifién (Arison, y Feudale, 1967).

En el caso de este estudio se trabajé con un modelo de DM2 generado por medio de la
administracion de STZ (125 mg/kg) via intraperitoneal en ratas wistar recién nacidas (48
horas de vida). Es importante destacar que durante el desarrollo de este estudio no se
observé generacion de tumores renales en los organismos que s6lo fueron inducidos a
DM2 (es decir organismos que no recibieron tratamiento de PUFA omega 3); por el
contrario, los tumores renales se generaron en alrededor el 50% de la poblacién que fue
inducida a DM2 y que recibi6 suplemento de PUFA omega 3. Lo anterior también fue
reportado por Garcia-Gasca (2021), sin embargo, se encontré que el desarrollo de los
tumores en los animales suplementados con PUFA omega 3 (con previa induccion a
DM2) se observo desde los 3 meses de edad.

El fendbmeno anteriormente descrito posiblemente esté asociado con la participacién de
estos PUFA omega 3 en la sefializacion y/o en el metabolismo celular. Existen estudios
en donde se ha visto que los PUFA omega 3 estan involucrados en la sensibilizacion y
secrecion de insulina; de acuerdo con estos resultados se ha propuesto a los receptores
activados por proliferador del peroxisoma (PPARS) como uno de los objetivos a través de
los cuales la omega 3 ejercen dicho efecto (Wang y Chan, 2015). Se conoce que los
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PUFA omega 3 y sus metabolitos son ligandos para los PPARS, receptores nucleares que
heterodimerizan con los receptores retinoides X (RXR) formando complejos PPAR-RXR,
complejos se unen a secuencias de DNA y regulan una gran variedad de genes. Entre
estos se encuentran los genes involucrados con la regulacién del metabolismo de los
acidos grasos y la sensibilidad a la insulina (Gonzélez- Périz et al, 2009). Lo anterior
tendria implicaciones importantes, pues se conoce que la insulina es un factor de
crecimiento importante, que actla a través de la cascada del factor de crecimiento de
tirosina cinasa (Boyd, 2003) por lo que la accion de esta hormona por esta via podria
favorecer la proliferacion de las células tumorales en este modelo.

En el caso particular de lo que se conoce de estos receptores nucleares y su relacion con
los tumores renales es que PPAR y se expresa de forma funcional en el carcinoma de
células renales de células claras (ccRCC, por sus siglas en inglés, el subtipo mas comuin
de cancer renal) (Collet et al, 2011). Después, se encontr6 que el aumento en la
abundancia de PPAR y se correlaciona con una supervivencia reducida del paciente (Zhu
et al, 2015). Posteriormente, se demostré que PPAR y es innecesario para la viabilidad y
proliferacién de las células ccRCC, aunque los autores refieren que no se puede descartar
un papel potencial para este receptor en la iniciacién de tumor (Sanchez et al, 2018).

Por otro lado, es bien conocido que los PUFA omega 3 son quimicamente inestables y se
ha mencionado que los aceites comerciales se oxidan durante su almacenamiento
(Nogueira et al, 2019). Lo anterior es importante porque se conoce que los aceites
oxidados no tienen la misma actividad biolégica, e incluso el consumo de estas moléculas
pueden tener efectos nocivos para el organismo. Por ejemplo, ya se ha demostrado que el
consumo del aceite marino incrementa las concentraciones plasméticas (Haglund et al,
1991) y urinarias de Malondialdehido (MDA, uno de los productos de oxidacion) en
humanos debido tanto a la absorcién del aceite peroxidado como a la peroxidacion de
estos acidos grasos in vivo. (Piché et al, 1988) Lo anterior es importante pues se conoce
que el MDA es una molécula que produce, entre otras cosas, mutaciones al DNA (Marnett
L. J.,1999).

Por lo anterior, una de las preocupaciones que ha surgido recientemente es que cuando
estos PUFA omega 3 se encuentran en altas concentraciones y se administran por largos
periodos de tiempo podrian favorecer la formacion de diversos compuestos toxicos
productos de la oxidacion de estas moléculas (Lange et al, 2019; Serini y Calviello, 2018).
Dichos compuestos podrian conducir a un estado de inestabilidad genémica y por lo tanto,
podrian asumir un papel importante en la formacién de tumores (Lange et al, 2019).

En la literatura, se plantea que el desarrollo de los tumores renales por la STZ esta
relacionado con diversos factores (como la dosis que se utiliza de STZ o el periodo que
transcurre después de la induccién) (Kazumi et al, 1978; Mauer et al, 1974) sin embargo,
no hay que olvidar que pueden existir otros estimulos adicionales que podrian llevar a
favorecer/acelerar el desarrollo de estos tumores como es el caso de estos PUFA omega
3 en este estudio.
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Peso

El peso es uno de los pardmetros que se ha utilizado para evaluar el estado nutricional
individual de los organismos (Marugan de Miguelsanz et al, 2015). Se ha propuesto que
los cambios en este parametro (principalmente la pérdida de peso repentina) puede ser
un indicativo de alguna enfermedad subyacente (Goldenberg, 1990).

En este estudio, el grupo STZ fue el grupo experimental en el cual se observa una menor
ganancia de peso y este parametro es significativamente menor a la ganancia de peso del
grupo control (tabla 2). Lo anterior es consistente con lo que sucede en la DM2, pues la
pérdida progresiva de la secrecion de insulina y/o derivada de la resistencia a la insulina
ocasiona alteraciones en los procesos en los que esta hormona participa. Se conoce que
la insulina es una hormona anabdlica que favorece entre otras cosas, el almacenamiento
de &cidos grasos en el tejido adiposo y muscular, aumenta la tasa de sintesis de proteinas
en el musculo e inhibe la protedlisis (Dimitriadis et al, 2011). Por lo anterior, en
condiciones de resistencia a la insulina se ven favorecidos los procesos catabodlicos que
podrian verse reflejados en la pérdida de peso o afectaciones en el crecimiento de los
organismos.

En el caso de este estudio, se encontr6 que el tratamiento con los PUFA omega 3
“aparentemente” ayudé a atenuar la pérdida de peso en los organismos inducidos a DM2.
El fendmeno anterior puede estar relacionado con un incremento en la sintesis de insulina
(y por lo tanto con la accién anabdlica de esta hormona) en este grupo experimental; pues
ya se ha demostrado que el tratamiento con PUFA omega 3 en organismos inducidos a
DM2 incrementa la sintesis de insulina en islotes pancreaticos (Orozco, 2008). No
obstante, en el caso de este estudio, hay organismos con desarrollo de tumores renales
dentro de este grupo experimental; y, en el caso particular de algunos individuos, el peso
de los riflones con tumor fue alrededor de 20g -26g (e incluso el rifibn con tumor
clasificado como extra grande peso6 88g) por lo que, el tamafio de estos tumores podria
encubrir el peso real en estos organismos.

Todo lo descrito anteriormente es consistente con lo reportado para este mismo modelo,
pues ya se ha demostrado que tanto la DM2 (y sus complicaciones) asi como la presencia
de los tumores renales afectan el desarrollo/ crecimiento de los organismos (Garcia-
Gasca, 2021).
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Glucemia

Como se observo en la tabla 2 los organismos de los grupos control sin y con tratamiento
(grupo control y grupo control + w-3) tuvieron glucemias alrededor de los 90 mg/dL. Lo
anterior es consistente con lo que se ha reportado en la literatura para organismos
normoglicémicos (Vicentefio, 2018); por su parte, las glucemias de las ratas STZ en este
estudio fueron 2.25 veces mayores en comparaciéon con el grupo control. Esto es
consistente con lo reportado para la DM2, pues esta patologia se caracteriza por defectos
en la secrecion o defectos en la accién de la insulina, lo que ocasiona que el metabolismo
de la glucosa se vea alterado y por lo tanto que los individuos tengan hiperglucemia
(glucemia en ayunas superior o igual a los 126 mg/dL; ADA, 2011).

En el caso de las glucemias de los organismos STZ suplementados con PUFA omega 3
(STZ + w-3) se observa que estas fueron en promedio mas bajas que la de los
organismos Unicamente inducidos a DM2 (Grupo STZ), sin embargo, las concentraciones
de glucosa en sangre siguen siendo elevadas si se comparan con las del grupo control.
Lo anterior parece indicar que el tratamiento de PUFA omega 3 no tuvo efecto claro sobre
la regulacion de la glucemia a diferencia de lo observado en otros trabajos experimentales
(Vicentefio, 2018; Orozco, 2008).

Algunos investigadores han propuesto que las altas concentraciones de glucosa en
sangre pueden promover el desarrollo de neoplasias. Dentro de estas propuestas se
encuentra que la hiperglucemia puede proporcionar los requerimientos energéticos
necesarios para la rapida proliferacion de las células neoplasicas (Joshi et al, 2015), asi
como un aumento de la produccion de radicales libres y otras moléculas reactivas que,
podrian llevar a promover mutaciones en genes criticos para el desarrollo de los tumores
(Ramteke et al, 2019). Incluso se ha mencionado que la hiperglucemia promueve la
expresion de metaloproteinasas de matriz, enzimas clave para la reorganizacién de la
matriz celular y cuya expresion podria llevar a favorecer la invasion tumoral en algunos
tipos de cancer (Franko et al, 2020; Sun et al, 2017).

Anteriormente se reporté que en el modelo de DM2 con tratamiento de PUFA omega 3
hay mas presencia de neoplasias renales en los individuos que tuvieron glucemias por
encima de los 200 mg/dL (Garcia- Gasca, 2021). En el caso particular de este estudio, de
los 7 organismos que desarrollaron neoplasias renales, 4 de ellos (el 57%) tuvieron
glucemias mayores a los 200 mg/dL al momento del sacrificio. Por el contrario, en los
individuos que no desarrollaron neoplasias renales las concentraciones de glucosa en
sangre al momento del sacrificio se mantuvieron entre los 100 y 146 mg/dL.
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Curva de Tolerancia a la glucosa

Con la finalidad de mostrar como es el control de la glucemia en los organismos de los
diferentes grupos experimentales, se realizaron Curvas de Tolerancia a la Glucosa (CTG)
(Figura 10, anexos). Esta prueba evalla la capacidad que tiene un organismo para
metabolizar una cantidad estandar de glucosa. Las mediciones de glucemia se toman
cada 30 minutos partiendo desde el tiempo O y hasta las dos horas después de la
ingestion. (Eyth et al, 2022).

En consideracion con los criterios para evaluar “anormalidad” en una CTG (basados en el
pico que alcanza la glucemia en los primeros 60 minutos y la falta de retorno de las
concentraciones normales de glucosa sanguinea a las 2 horas, es evidente que los
organismos STZ mostrados (con y sin tratamiento) no tienen un buen control de la
glucemia ya que el pico maximo que alcanza la glucemia en los primeros 60 minutos
sobrepasa los 160 mg/dl en ambos casos; ademas, es evidente que se trata de
organismos con DM2 ya que se observa un regreso paulatino de las concentraciones de
glucosa en sangre a los 120 minutos, sin embargo, la glucemia no retorna a las
concentraciones normales.

En este caso es importante mencionar que sélo se muestra un organismo de cada grupo
experimental para esta prueba puesto que caracterizar el modelo no era el objetivo del
proyecto; ademas de que este modelo de DM2 (con y sin tratamiento de PUFA omega 3)
ya se conoce y ha sido estudiado a detalle anteriormente por nuestro equipo de trabajo
(Garcia 2021; Vicentefio, 2018; Figueroa et al, 2013).
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Respiracion mitocondrial

Como se mostré en la tabla de respiracion mitocondrial no se observd gran cambio en el
CR de las muestras tumorales, sin embargo, es evidente que la presencia de los tumores
esta alterando principalmente las velocidades de respiraciéon mitocondrial. Ademas, se
observa una cierta tendencia que muestra que mientras mas desarrollado (en cuanto al
peso y tamafio) sea el tumor, menor es la velocidad de respiracidbn mitocondrial en el
estado 4 (figura 5a) y estado 3 (figura 5b).

Se conoce que las células tumorales se someten a una reprogramaciéon metabdlica que
les permite proliferar, y crecer (Phan et al, 2014). Se sabe que la hipoxia es una condicion
esencial en los tumores solidos pues se conoce que en estos tumores hay zonas
avasculares que pueden tener limitacion de oxigeno y sustrato; se ha propuesto que
cuando esta condicién se presenta, hay un cambio metabdlico importante en las células
tumorales que ocasiona que la fosforilacion oxidativa deje de ser la proveedora
mayoritaria de ATP y por lo tanto, ahora sea la glucdlisis la encargada de suministrar la
mayor parte de la energia. (Rodriguez- Enriquez et al, 2008). Adicionalmente se ha visto
que el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) regula al alza los genes que codifican enzimas
de la via glucolitica (Al Tameemi et al, 2019; Semenza, 2010; Kim et al, 2006).

Lo anterior podria explicar parcialmente los resultados, puesto que las velocidades de
respiracion de estas mitocondrias tumorales son muy bajas con respecto a sus grupos
control, lo que hace pensar que es muy poco probable que se cubran las demandas de
energia de estas células tumorales por esta via. Es muy importante aclarar que esta es
sélo una propuesta, que puede ayudar a explicar parcialmente los resultados obtenidos; y
para poder aseverar lo anterior se tendrian que hacer mas experimentos como medir el
flujo glucolitico y ver la contribucién de ATP que se produce por cada via metabdlica.

Por otro lado, se conoce que tanto la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
asi como los productos de dafio oxidativo se encuentran elevados en algunos tumores
(Young et al, 2010; Kumar et al, 2008; Szatrowski y Nathan, 1991). Adicionalmente, se ha
propuesto que la hiperglucemia también incrementa la produccién de ROS (Kaneto et al,
2010). Por lo anterior, es probable que las concentraciones de ROS aumenten en los
tumores generados en este estudio (principalmente en los tumores de los organismos que
tuvieron glucemias elevadas al momento del sacrificio). Lo anterior es importante pues ya
se ha demostrado que una gran cantidad de ROS puede provocar, entre otras cosas,
dafios oxidativos en proteinas, lipidos de membrana y ADN de las mitocondrias lo que
podria desencadenar en alteraciones de las funciones de estos organelos, entre las que
se encuentran la fosforilacién oxidativa y la capacidad de sintetizar ATP (Orrenius et al,
2007).
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Todo lo descrito anteriormente podria dar una posible explicacion al por qué de la
disminucion de las velocidades de respiracion observadas principalmente en los tumores;
sin embargo, para los propésitos de este trabajo nos interesa enfocarnos en encontrar la
asociacion entre las propiedades fisicoquimicas de la membrana y la respiracion
mitocondrial. Para ello se muestran la figura 5 en donde se observa la asociacién que
existe entre la velocidad de respiracion en el estado 4 y en el estado 3 mitocondrial con
respecto al indice de fluidez membranal entre los diferentes grupos experimentales
analizados. Ademas, se aplico la correlacion de Pearson a los datos (0.86 para Edo 4 y
0.88 para Edo 3) y en ambos casos se observa que existe una correlacion positiva y con
un buen grado de asociacion entre estos dos parametros. Por lo tanto, en el caso de este
estudio se encontr6 que entre mayor es la fluidez membranal mayor es la velocidad de
respiracion mitocondrial.

Lo anterior es consistente con un estudio en donde se encontré una estrecha relacion
entre la disminucion de la fluidez membranal (por cambios en la composicion de acidos
grasos) y la disminucién del CR detectado en mitocondrias hepéticas de ratas Wistar
inducidas a DM2 (que cursaron por 5 meses de hiperglucemia) (Mejia — Zepeda y Pérez -
Hernandez, 2020).

De hecho, ya existen trabajos en donde se demuestra que la fluidez de membrana influye
directamente en la cadena de transporte de electrones (ETC, por sus siglas en inglés).
Por ejemplo, con enfoques de biologia sintética (control experimental de la fluidez de
membrana interna en Escherichia coli por biosintesis de lipidos) y con el empleo de un
modelo basado en la difusion de ubiquinonas (que transportan electrones a través de
ETC), se demostré6 que la capacidad de difusion de estas proteinas aumenta en las
membranas que son mas fluidas y se observd que este fendmeno ocasiona un aumento
en las tasas de respiracion (Budin et al, 2018).
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Figura 5 a-c Perfiles comparativos de los parametros respiratorios mitocondriales de los diferentes grupos experimentales.
En a se muestran las velocidades de respiracion en el Edo 4 mitocondrial. En b se presentan las velocidades de
respiracion en el Edo 3 mitocondrial y en ¢ se muestran los CR. En la figura 5 d y e se presentan graficos que muestran la
asociacion entre las velocidades de respiracion mitocondrial en el estado 4 (d) y estado 3(e) con respecto al indice de
fluidez membranal entre los diferentes grupos experimentales. Los datos para la construccion de estos graficos fueron
obtenidos de la tabla de los parametros de respiracién mitocondrial (tabla 5) y para el caso de los gréaficos d y e también se
utilizaron las tablas de composicion de acidos grasos de mitocondrias (tablas 8 y 9). * p< 0.05 diferencia con relacion al
grupo control.



Composicion de acidos grasos: indice de fluidez membranal I/S

En este estudio se trabajé con un indice de fluidez con el fin de observar cambios en la
composicion de acidos grasos en la membrana.

En la siguiente figura (figura 6) se observan los perfiles comparativos de los indices de
fluidez membranal de los diferentes grupos experimentales analizados. Se observa que
los grupos experimentales en donde no fue evidente la presencia de los tumores este
parametro no cambia, sin embargo, en las muestras tumorales hay una disminucién de
este pardmetro con relacién al grupo control y se aprecia que, mientras mas desarrollado
(en cuanto peso y tamafio) sea el tumor, menor es el indice de fluidez de sus membranas.
Un aspecto interesante es que en la mitocondria se observan mas acentuados estos
cambios.

Dichas disminuciones en este pardmetro en las muestras tumorales reflejan los cambios
en la proporcion de ciertos acidos grasos que componen sus membranas y estos
resultados son consistentes con lo reportado anteriormente; pues ya se ha demostrado
que en lineas celulares tumorales existen diferencias en el contenido y la proporcion de
acidos grasos en comparacion con las células del tejido normal (Meng et al, 2005; Garcia-
Gasca, 2021).

La literatura sefiala que en el cancer la generalidad es una mayor fluidez, ya que se ha
reportado que en distintos tipos de cancer la fluidez membranal aumenta en comparacion
con sus contrapartes normales (Sok et al, 2002), por lo que los resultados de este estudio
en principio no parecen ser consistentes con lo reportado en la literatura, sin embargo,
en este punto es importante volver a mencionar que este cociente de fluidez sélo toma en
cuenta a los acidos grasos y por lo tanto s6lo hace alusion a un indice de fluidez y no al
parametro fisico como tal (para ello se deben tomar en cuenta a los otros componentes
gue forman a las membranas bioldgicas). Por lo anterior, en el caso de este estudio se
deben considerar otros métodos para la medicion de la fluidez membranal como el
empleo de diferentes monitores fluorescentes entre los que se encuentran el Difenil
Hexatrieno (DPH) o el dipirenil propano (DPiP), los cuales se ubican en diferentes zonas
de la bicapa lipidica y por lo tanto su empleo permitird obtener informacién mas completa
de la fluidez en estas células tumorales.

Por lo anterior, los resultados reportados de la fluidez membranal en las células tumorales
parecen depender mucho del tejido de origen y de los métodos empleados por los
investigadores para medir este parametro; sin embargo, lo mas relevante son las
repercusiones que este cambio en la fluidez membranal tiene en las células tumorales,
por ejemplo , se ha mencionado que una mayor fluidez membranal en algunas lineas
tumorales esta asociado con la capacidad de estas células para infiltrarse y hacer
metastasis (Zeisig et al, 2007; Taraboletti et al, 1989). De hecho, se ha propuesto que los
farmacos antimetastasis suprimen la capacidad metastasica de las células de cancer de
mama al reducir la fluidez de membrana (Zhao et al, 2016).
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Ademas, se tienen reportes de que las alteraciones en los lipidos de membrana pueden
modificar el grado de resistencia a la quimioterapia (Huang et al, 2003; Liang y Huang,
2001; Callaghan, 1993). Rivel y colaboradores (2019) realizaron un estudio de dinamica
molecular en donde mostraron que la pérdida de la asimetria de los lipidos que se ha
reportado en algunas células malignas (dada por la exposicién de fosfatidilserina en la
monocapa externa de sus membranas) (Riedl et al, 2011; Utsugi et al, 1991) conduce a
una disminucién de la permeabilidad en estas células.

En el caso particular de este estudio los cambios en las proporciones de los acidos grasos
membranales de las muestras tumorales y por consiguiente, la disminucién en el indice de
fluidez, especialmente para las mitocondrias, parece estar intimamente asociado con su
funcién bioenergética (figura 5).
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Figura 6. Perfiles comparativos de los indices de fluidez membranal de todos los grupos experimentales
analizados. Los perfiles se muestran tanto para el tejido (a) como para sus respectivas mitocondrias (b). Los
datos para la construccion de estos graficos se obtuvieron de las tablas 6, 7, 8 y 9. *p< 0.05 diferencia con
relacion al grupo control
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Composicion de acidos grasos: Acido palmitico

Como se pudo observar en las tablas de composicion de &cidos grasos mostradas
anteriormente, se encontré6 que hubo cambios evidentes en la proporcion de algunos
acidos grasos entre los diferentes grupos experimentales analizados. Uno de estos acidos
grasos fue el acido palmitico.

En la siguiente figura (figura 7) se muestran las proporciones de este acido graso (en
mol%) del tejido renal (y sus respectivas mitocondrias) de los diferentes grupos
experimentales. De forma general, se aprecia que los grupos experimentales en los que
no fue evidente la generacién de los tumores renales, la proporcién de palmitico es igual
entre estos grupos, sin embargo, en las muestras de tejido tumorales (asi como de sus
respectivas mitocondrias) se observa un aumento significativo en la proporcién de este
acido graso en los tumores clasificados como “grandes” y en el tumor “extra grande” con
relacién al grupo control; y se observa que, mientras mas desarrollado (en cuanto a peso
y tamafio) sea el tumor, mayor es la proporcién de palmitico en sus membranas.

El 4cido palmitico, es un acido graso saturado de 16 carbonos; por lo que el aumento de
esta molécula impacta de forma directa en la suma total de acidos grasos saturados y por
lo tanto, en el indice de fluidez membranal. En este sentido los resultados obtenidos para
los diferentes grupos experimentales parecen ser consistentes, ya que el aumento de las
proporciones del acido palmitico encontrado en las muestras de tejido tumoral (asi como
en sus respectivas mitocondrias) reflejan la disminucién del indice de fluidez membranal
encontrados en estos grupos experimentales (Figura 6).

Existen estudios en los que se ha demostrado que las células tumorales se someten a
una reprogramacion metabdlica (en la que se incluye el metabolismo de los lipidos) para
apoyar la proliferacién y el crecimiento. Dentro de esta reprogramacién metabélica se
incluye la captacion y la sintesis de novo de los acidos grasos en las células cancerosas
(Yu et al, 2018). Se conoce que el acido palmitico es un acido graso no esencial y es el
principal producto de la sintasa de acidos grasos, la enzima encargada de la sintesis de
novo de los &cidos grasos (King, 2014).

Si bien es cierto que no podemos discriminar, en el caso de este estudio, cuanto de esta
concentracion total de acido palmitico proviene de la sintesis endégena y cuanto de la
dieta, lo cierto es que se encontr6 un aumento de este acido graso en las muestras
tumorales. Por lo anterior, el aumento del acido palmitico en estas muestras puede estar
involucrado con procesos biosintéticos que podrian estar relacionados / implicados con el
ensamblaje de nuevas membranas con el fin de promover la rapida proliferacion celular;
pues como se observo en las tablas de composicion de acidos grasos, esta molécula es
un componente principal de estas estructuras.
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Figura 7. Perfiles comparativos de la proporcién del acido palmitico de todos los grupos experimentales
representados como mol%. Los perfiles se muestran tanto para tejido renal (a) asi como para sus respectivas
mitocondrias (b). Los datos para la construccion de estos graficos fueron obtenidos de las tablas de composicion
de acidos grasos (tablas 6, 7, 8 y 9). * p< 0.05 diferencia con relacion al grupo control.
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Composicion de acidos grasos: Acido Araquidénico

El acido Araquidonico (AA) fue otro de los acidos grasos en los que se observaron
cambios en las proporciones entre los diferentes grupos experimentales.

En la figura 8 se muestran las proporciones de este acido graso (en mol%) del tejido renal
(y sus respectivas mitocondrias) de los diferentes grupos experimentales analizados. De
forma general, se puede observar que en los grupos experimentales en los que no fue
evidente la generacion de los tumores renales, la proporcion de AA es igual entre estos
grupos, sin embargo, en las muestras de tejido tumoral (asi como de sus respectivas
mitocondrias) la proporcion de este &cido graso muestra una disminucion significativa en
los tumores “grandes” y en el tumor “extra grande” con relacion al grupo control; y se
observa que entre mas pesado es el tumor, menor es la proporcion de AA que componen
sus membranas.

Por lo anterior y tomando en cuenta que el AA es un &cido graso de 20 carbonos que
posee 4 insaturaciones se asume que su disminucion impacta directamente en la suma de
acidos grasos insaturados totales y, por lo tanto, en el indice de fluidez membranal. En
este sentido los resultados obtenidos para las muestras del tejido tumoral, asi como sus
respectivas mitocondrias, reflejan la disminuciéon en el indice de fluidez membranal en
estos grupos experimentales (Figura 6).

Es importante revisar la posible razon por la cual sucede este fendmeno. De forma
general, se conoce que el AA es sustrato de las enzimas ciclooxigenasas (COX), de la
enzima lipoxigenasa (LOX), y algunas enzimas del CYP450, enzimas que son claves para
la sintesis de eicosanoides (Calder, 2020). Los eicosanoides son compuestos bioactivos
de 20 carbonos que, entre sus funciones se encuentra que, pueden actuar para regular
eventos de la respuesta inflamatoria. En varios trabajos de investigacion se ha
mencionado que las prostaglandinas y los leucotrienos se han relacionado con la
regulacion del microambiente tumoral y la inflamaciéon promotora de tumores (Koundouros
y Poulogiannis, 2020; Jala et al, 2017).

Wang y DuBois (2010) realizaron una revision del papel que juegan los eicosanoides en
cancer; estos investigadores mencionan que los mediadores lipidicos (algunas
prostaglandinas y leucotrienos) pueden estimular a las células epiteliales y a sus células
estromales circulantes con la finalidad de que produzcan factores de crecimiento,
mediadores inflamatorios y factores angiogénicos. Todo lo descrito anteriormente
contribuye a que el microambiente se modifique y con ello se favorezca el crecimiento
tumoral acelerado.

Por lo anterior, es importante mencionar que el AA es un acido graso w-6 esencial, es
decir, es un &cido graso que tiene que ser adquirido principalmente a través de la dieta.
Se encuentra presente principalmente en forma esterificada en los fosfolipidos de la
membrana celular, en donde puede ser liberado por la fosfolipasa A2 (Balsinde et al,
2002). De hecho, la fosfolipasa A2 (principalmente la isoforma de secrecion, sPLA2 por
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sus siglas en inglés) ha sido involucrada en la tumorigénesis y progresion tumoral. Existen
estudios que demuestran que sPLA2 desempefia un papel protumorigénico en varios
tipos de cancer entre los que se encuentran el cancer de mama (Yamashita et al, 1993),

cancer de pulmon (Bennett et al, 2014) y cancer de prostata (Jiang et al, 2002).

Por lo anterior y, de acuerdo con la marcada disminucién de AA encontrada en las
muestras del tejido tumoral (y de sus respectivas mitocondrias) podria estar ocurriendo
gue este acido graso esta siendo liberado de las membranas para llevar a cabo todos los
procesos antes mencionados y con ello favorecer el desarrollo de tumores.
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Figura 8. Perfiles comparativos de la proporcion del acido AA de todos los grupos experimentales representados
como mol%. Los perfiles se muestran tanto para tejido renal (a) asi como para sus respectivas mitocondrias (b).
Los datos para la construccion de estos graficos fueron obtenidos de las tablas de composicién de acidos grasos
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Anteriormente se menciond que se tuvieron algunas ratas en las cuales los tumores
renales se generaron solamente en un rifidn. Partiendo de esta idea se compararon las
membranas mitocondriales que fueron aisladas de los dos rifiones de estas ratas (rifion
morfolégicamente sano vs rifidn tumoral) para observar si la presencia de estos tumores
altera el metabolismo de los lipidos (se tom6é como referencia la proporcién de acido
palmitico, AA y el indice de fluidez membranal) en estos 6érganos dentro un mismo
organismo. Para ello se tomaron como ejemplo 3 ratas las cuales presentaron los tumores
renales exclusivamente en el rifion derecho (Figura 9). Los datos se muestran de acuerdo
al peso y tamafio del tumor (Figura 9 y tabla 10).

De forma general, se observa que todos los datos muestran coherencia con relacion a lo
que se encontré anteriormente, pues se observa que cuando el tumor es incipiente (rata
12) no hay cambios en la proporcion de estos dos &cidos grasos ni tampoco se ve
alterado el indice de fluidez membranal; sin embargo, cuando los tumores son mas
grandes (aproximadamente de 20 g, Rata 2 y 5) hay cambios importantes en la proporcion
de estas dos moléculas (la proporcion de palmitico aumenta y la proporcion de AA
disminuye en ambos casos, tablas 11 y 12). Como se habia mencionado anteriormente
estos cambios repercuten en el indice de fluidez membranal, y en este caso se observa
que este pardmetro también disminuye (tabla 13).

Ademas, no hay que olvidar que se analizaron las secciones morfologicamente sanas de
los riflones con tumor. Estos resultados se muestran en la tabla 14 (anexos). Y, en
particular, de los 3 rifiones con tumor que se presentaron anteriormente, en 2 de ellos (los
rifones de las ratas 5y 12) fue posible distinguir la seccion morfolégicamente sana. Por lo
anterior se decidié6 comparar las proporciones de acido Palmitico y AA y su repercusion en
el indice de fluidez de las membranas mitocondriales en estas dos secciones (seccion
morfolégicamente sana vs seccion tumoral). Los resultados se muestran en la tabla 15
(anexos); y en este caso, es interesante que aun tratdndose del mismo 6rgano se
observan los mismos fenébmenos que se describieron anteriormente.

En este sentido, es evidente que el desarrollo de tumores esta alterando el metabolismo
de los lipidos en las membranas de las mitocondrias (al menos la proporcién de estos dos
acidos grasos y por ende, el indice de fluidez membranal) y, nuevamente, estos datos
apoyan la idea de que estos cambios estan asociados con el peso y tamafio del tumor.
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Desarrollo incipiente del tumor Desarrollo avanzado del tumor

Rata 12 Rata 5 Rata 2

\

i daiadis Rifién izquierdo Rifién derecho Rifién izquierdo Rifién derecho

¢ 19 2@

Rifién izquierdo

Figura 9. Imagenes representativas de los rifiones de los organismos que tuvieron generacion de tumores renales
exclusivamente en el rifién derecho. Las imagenes estan organizadas de acuerdo con el peso y el tamafio de los

tumores generados.

Tabla 10. Peso (g) de ambos rifiones (riidbn morfolégicamente normal y rifidn tumoral) de los

organismos que tuvieron generacion de tumores renales exclusivamente en el rifién derecho.

Peso de Rifiones (g)

Desarrollo incipiente del tumor Desarrollo avanzado del tumor
Rata 12 Rata 5 Rata 2
Rifiéon morfolégicamente 1.54 1.56 1.97
normal
Rifidén tumoral 1.86 19.51 24.28

50



Tabla 11. Proporcion (en mol%) de acido palmitico de las mitocondrias aisladas del tejido (tanto del
rifibn morfolégicamente sano como del rifién tumoral) de ratas que tuvieron generacion de tumores
renales exclusivamente en el rifién derecho.

Palmitico (mol%)

Desarrollo incipiente del tumor Desarrollo avanzado del tumor
Rata 12 Rata 5 Rata 2
Rifidn morfolégicamente 16.12 £ 0.22 15.02 £ 0.04 15.52+0.44
normal
Rifién tumoral 15.88 + 0.49 21.34 £ 0.25 19.82 +0.18

Tabla 12. Proporcion (en mol%) de AA de las mitocondrias aisladas del tejido (tanto del rifion
morfolégicamente sano como del rifidén tumoral) de ratas que tuvieron generacién de tumores
renales exclusivamente en el rifién derecho.

AA (mol%)
Desarrollo incipiente del tumor Desarrollo avanzado del tumor
Rata 12 Rata 5 Rata 2
Rifién morfolégicamente 28.42 £ 0.99 28.17 £ 0.59 25.54 £ 0.38
normal
Rifién tumoral 28.05 £ 0.08 14.12 £ 0.30 17.54 £ 0.54
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Tabla 13. indice de fluidez de las mitocondrias aisladas del tejido (tanto del rifion morfolégicamente
sano como del rifion tumoral) de ratas que tuvieron generaciéon de tumores renales exclusivamente
en el rifidn derecho.

1/S
Desarrollo incipiente del tumor Desarrollo avanzado del tumor
Rata 12 Rata 5 Rata 2
Rifldn morfolégicamente 1.54+0.04 1.63+0.03 1.53+0.01
normal
Rifién tumoral 1.56 +0.02 1.24 +0.02 1.36+£0.04
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OBSERVACIONES FINALES

e En el modelo de DM2 generado por inyeccion intraperitoneal de STZ, los acidos
grasos omega 3 de cadena larga estan implicados en el desarrollo de tumores
renales.

e Se observlé que los organismos inducidos a DM2 tuvieron menor ganancia de
peso.

¢ Hay cambios en las velocidades de respiracion mitocondrial en el tumor renal mas
que en el CR; a mayor grado de desarrollo tumoral (en cuanto al peso y tamafio
del tumor), menor es la velocidad de respiracion en el estado 4 y en el estado 3
mitocondrial.

e El desarrollo de tumores alter6 la proporcién de acidos grasos de la membrana
(del tejido renal y sus respectivas mitocondrias) y estas alteraciones estan
asociadas con el peso y el tamafio de los tumores; se observo que entre mayor es
el tamafio del tumor, menor es el indice de fluidez membranal.

e A mayor grado de desarrollo tumoral, se observo un incremento de la proporcion
de acido palmitico de hasta 1.2 veces (en el tejido) y, de hasta 1.6 veces (para las
mitocondrias) con relacién a sus respectivos grupos control.

e A mayor grado de desarrollo tumoral, se observé una disminucién de la proporcién
de AA de hasta 1.4 veces (en el tejido) y, de hasta 2 veces (para las mitocondrias)
con relacién a sus respectivos grupos control.

CONCLUSION

En este trabajo se concluye que la respiracion mitocondrial es un proceso bioenergético
estrechamente relacionado con las propiedades fisicoquimicas de las membranas,
particularmente la composicion de acidos grasos, y esa relacion es evidente en el
desarrollo de los tumores renales.
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ANEXOS

Modelo experimental de DM2

Se ha demostrado que la administracion intraperitoneal de STZ a ratas Wistar neonatos
con una dosis de 70 mg/kg de peso corporal es suficiente para disminuir
aproximadamente en un 60% la poblacién de células B pancreaticas (Thyssen et al,
2006). En el presente estudio se utilizé una dosis de STZ de 125 mg/kg de peso para
inducir experimentalmente la DM2; se ha visto que esta dosis es suficiente para disminuir
casi por completo a las células B pancreaticas, sin embargo, se conoce que en animales
neonatos el pancreas tiene la capacidad de regenerar y/o diferenciar parcialmente la
poblacién celular (Thyssen et al, 2006; Wang et al, 1994), lo que resulta en un animal
adulto con hipoinsulinemia e hiperglucemia moderada (Bonner- Weir et al, 1981).

En nuestro equipo de trabajo Orozco- Tapia (2008) observé la atrofia de los islotes
pancreaticos generada por la administracion intraperitoneal de STZ mediante el analisis
de cortes histologicos del pancreas. Ademas, mediante técnicas de inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos contra insulina, observd que las ratas inducidas a DM2 con STZ
tienen una menor cantidad de insulina en los islotes pancreaticos que las ratas no
inducidas.

Este modelo de induccién a DM2 mediante inyeccion intraperitoneal de STZ ya ha sido
estudiado a detalle anteriormente por nuestro equipo de trabajo (Garcia- Gasca, 2021;
Vicentefio, 2018; Figueroa et al, 2013; Orozco, 2008). En todos los trabajos reportados se
han observado los episodios de hiperglucemia caracteristicos de la DM2 (ADA, 2011). De
igual manera se han evaluado algunos otros indicadores de alteraciones en el
metabolismo que concuerdan con el desarrollo de la DM2 como la concentracién
sanguinea de triacilgliceroles, colesterol y la hemoglobina glicada. Los parametros se
obtienen mensualmente a partir de que los animales cumplen las 4 semanas de edad. Lo
anterior debido a que se ha informado que en ratas hay un patron de cambios en la
concentracion de glucosa que se presentan de forma temprana después de la
administracion de STZ
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Figura 10. Curvas de Tolerancia a la Glucosa de organismos de los diferentes grupos experimentales, puntos blancos, ratas
control; puntos negros ratas inducidas a DM2. En a se muestra un organismo del grupo control, en b se observa un organismo
del grupo control con administracion de acidos grasos omega 3 (control + w-3); en ¢ se observa un organismo inducido a DM2
(STZ) y en d se observa un organismo inducido a DM2 con administracion de acidos grasos omega 3 (STZ + w-3)
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Tabla 14. Composicién de acidos grasos de membranas de mitocondrias aisladas de la seccion

morfolégicamente sana en los rifiones con tumor.

Acido graso

Seccidon morfolégicamente sana

n=8
Miristico 0.27£0.10
Pentadecanoico 0.13+0.05
Palmitico 16.65 + 1.92
Palmitoleico 0.24+0.13
Heptadecanoico 0.31+0.04
Estearico 18.06 £ 0.91
Oleico 12.43 +2.26
Linoleico 15.41+2.48
Gamma 0.08 £ 0.02
Linolénico 0.08 £ 0.03
Araquidico 0.18 £ 0.06
Araquidodnico 25.19+4.02
EPA 0.39+0.12
Behénico 0.25+0.06
Cc22 0.90+0.89
Lignocérico 2.21+0.16
DHA 2.67 £0.50
NI 4.62+1.96
Saturados 38.03 £1.59
Insaturados 57.35+3.16
1/S 1.51+0.14

EPA, Acido Eicosapentaenoico; DHA, Acido Docosahexaenoico; NI, No Identificado; I/S, indice de fluidez (acidos grasos

insaturados/ 4cidos grasos saturados).
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Tabla 12. Proporcién (en mol%) de acido Palmitico y AA e indice de fluidez membranal de las
mitocondrias aisladas de la seccidon morfolégicamente sana y seccién tumoral de los rifiones de las
ratas 12 (donde el desarrollo del tumor es incipiente) y rata 5 (con desarrollo de tumor avanzado)

Palmitico (mol%) Araquiddnico (mol%) 1/S
Desarrollo Desarrollo Desarrollo Desarrollo Desarrollo Desarrollo
de tumor de tumor de tumor de tumor de tumor de tumor
incipiente avanzado incipiente avanzado incipiente avanzado
Rata 12 Rata 5 Rata 12 Rata 5 Rata 12 Rata 5
Seccién 15.20+0.33 15.08 £ 0.30 29.95+0.28 26.46+0.38 1.55+0.03 1.62+£0.03
morfolégicamente
normal
Seccién tumoral 15.88+£0.49 21.34+0.25 28.05+0.08 14.12+0.30 1.56 £ 0.02 1.24+0.02
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Analisis estadisticos

Andlisis de Varianza de una via para peso

One Way Analysis of Variance miércoles, febrero 23, 2022, 03:04:50 p. m.
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.580)

Equal Variance Test:  Passed (P =0.864)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Control 6 0 514.167 53.731 21.935

Control w-L 6 0 469.167 33.247 13.573

STZ 5 0 413.000 38.425 17.184

STZ + w-L 13 0 461.154 43.195 11.980

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 3 28317.308 9439.103 5.086 0.007
Residual 26 48257.359 1856.052

Total 29 76574.667

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =0.007).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.790

Multiple Comparisons versus Control Group (Bonferroni t-test):

Comeparisons for factor:

Comparison Diff of Means t P P<0.050

Control vs. STZ 101.167 3.878  0.002 Yes
Control vs. STZ + w-L 53.013 2.493  0.058 No
Control vs. Control w-L 45.000 1.809  0.246 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1
(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a procedural
rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference between the means,
even though one may appear to exist.
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Andlisis de Varianza de una via para el Estado 3 mitocondrial

One Way Analysis of Variance viernes, febrero 11, 2022, 11:44:51 a. m.
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.357)

Equal Variance Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks viernes, febrero 11, 2022, 11:44:51 a. m.
Data source: Data 1 in Notebook1

Group N Missing Median 25% 75%

CN 29 0 271.656 195.378 335.724
CN-O 26 0 223.296 148.242 265.974
STZ 19 0 163.008 123.504 219.600
STZ-0 22 0 201.006 144.495 286.545
PEQUENOS 4 0 101.886 44.739 167.907
GRANDES 6 0 53.346 35.982 62.568
EXTRA GRANDE 4 0 16.440 14.181 17.628

H = 42.598 with 6 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks Q P<0.05

CN vs EXTRA GRANDE 73.810 4.338 Yes
CN vs GRANDES 67.644 4.728 Yes
CN vs PEQUENOS 52.310 3.075 Yes
CNvs STZ 30.100 3.197 Yes
CNvs STZ-O 17.356 1.924 No
CN vs CN-O 16.349 1.898 Do Not Test
CN-O vs EXTRA GRANDE 57.462 3.354 Yes
CN-O vs GRANDES 51.295 3.551 Yes
CN-O vs PEQUENOS 35.962 2.099 No
CN-Ovs STZ 13.751 1.428 Do Not Test
CN-Ovs STZ-O 1.007 0.109 Do Not Test
STZ-O vs EXTRA GRANDE 56.455 3.256 Yes
STZ-O vs GRANDES 50.288 3.423 Yes
STZ-0O vs PEQUENOS 34.955 2.016 Do Not Test
STZ-Ovs STZ 12.744 1.276 Do Not Test
STZ vs EXTRA GRANDE 43.711 2.491 No
STZ vs GRANDES 37.544 2.513 Do Not Test
STZ vs PEQUENOS 22.211 1.266 Do Not Test
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PEQUEISIOS vs EXTRA GRANDE 21.500 0.953
PEQUENOS vs GRANDES 15.333 0.745
GRANDES vs EXTRA GRANDE 6.167 0.299

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

Analisi de Varianza para estado 4 mitocondrial

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook1

Group N Missing Median 25%

CN 29 0 151.680 119.268
CN-O 26 0 119.040 110.058
STZ 19 0 124.704 101.964
STZ-0 22 0 158.142 122.772
PEQUENOS 4 0 78.168 30.510
GRANDES 6 0 36.534 31.005
EXTRA GRANDE 4 0 13.038 12.303

H = 33.605 with 6 degrees of freedom. (P =<0.001)

viernes, febrero 11, 2022, 11:25:16 a. m.

75%
180.996
152.580
186.120
205.356
136.644

45.882

13.683

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks Q

STZ-O vs EXTRA GRANDE 67.273 3.880
STZ-O vs GRANDES 60.939 4.148
STZ-0O vs PEQUENOS 39.023 2.251
STZ-O vs CN-O 16.003 1.732
STZ-Ovs STZ 12.352 1.236
STZ-Ovs CN 4.428 0.491
CN vs EXTRA GRANDE 62.845 3.694
CN vs GRANDES 56.511 3.950
CN vs PEQUENOS 34.595 2.033
CNvs CN-O 11.576 1.344
CNvsSTZ 7.924 0.842
STZ vs EXTRA GRANDE 54,921 3.130
STZ vs GRANDES 48.588 3.253
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Yes

Yes

No

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes



STZ vs PEQUENOS

STZ vs CN-O

CN-O vs EXTRA GRANDE

CN-O vs GRANDES

CN-O vs PEQUENOS
PEQUENOS vs EXTRA GRANDE
PEQUENOS vs GRANDES
GRANDES vs EXTRA GRANDE

26.671

3.652
51.269
44.936
23.019
28.250
21.917

6.333

1.520
0.379
2.993
3.110
1.344
1.252
1.064
0.308
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Do Not Test
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Figura 12. Cromatograma (cromatografia de gases) de mitocondrias aisladas de tejido tumoral
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Figura 13. Cromatogramas (cromatografia de gases) de mitocondrias aisladas de tejido renal sano (a) y mitocondrias aisladas de tejido renal tumoral (b).
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