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IV. RESUMEN

La médula 6sea (MO) es el principal 6rgano hematopoyético y un tejido linfoide primario, tiene
tres componentes principales, la matriz 6sea, la MO roja o hematopoyética y la MO amarilla o
grasa, actualmente el papel que tiene la grasa en la MO sigue siendo impreciso, sin embargo ha
pasado de ser un simple tejido de relleno a tener funciones termogénicas y metabdlicas muy activas,
ya que tiene un papel importante en los procesos de hematopoyesis y metabolismo 6seo. También
se sabe que la diabetes y el envejecimiento disminuyen significativamente el metabolismo
energético sistémico y la respuesta termogénica, afectando directamente los procesos de
osteogénesis y hematopoyesis. En este sentido estudiar la composicion de acidos grasos puede
brindar informacién valiosa para complementar las funciones precisas que tienen los lipidos en la
MO asi como en la fisiopatologia de la diabetes y el envejecimiento de este tejido. El objetivo de
este trabajo fue evaluar los cambios en el perfil de 4cidos grasos en medula 6sea que se presentan
durante el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1 y el envejecimiento en ratas. Se generd diabetes
experimental tipo 1 mediante inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) a ratas de dos
meses de edad y se sacrificaron a los 15, 30 y 60 dias después de la induccion. Por otra parte, se
us6 un modelo de envejecimiento con ratas normoglicémicas sacrificadas a los 2, 3 y 9 meses de
edad. Se extrajo la MO de los huesos largos de las ratas mediante aspiracion medular y la
composicion de dcidos grasos se determind por cromatografia de gases. El analisis de
cromatografia reveld que en las ratas normoglicémicas los acidos grasos insaturados tienden a
incrementar de forma significativa en comparacion con los saturados conforme aumenta la edad,
un fendémeno similar al del envejecimiento es observado en ratas jovenes con diabetes mellitus tipo
1 con una secuencia oscilatoria. El analisis de la composicion de acidos grasos muestra la alteracion
en la actividad de desaturasas durante el envejecimiento y la diabetes. Al comparar la composicion
de 4acidos grasos de las ratas normoglicemicas de mayor edad (9 meses) con las de 60 dias de
induccion a la diabetes no se observan diferencias significativas. Por lo que se puede concluir que
tanto la diabetes tipo 1 asi como el estado de envejecimiento en las ratas alteran la composicion de
acidos grasos de la médula dsea, incrementan la relacion de los acidos grasos insaturados sobre los
saturados e indicen una mayor sintesis y acumulacion de los acidos grasos saturados en este tejido

en comparacion con otros tejidos en la misma especie.
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1. INTRODUCCION:
1.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) se convirti6 en la epidemia del siglo XXI y en un reto de salud global.
Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud indican que en el mundo, de 1995 a la fecha
se ha cuatriplicado el nimero de personas que viven con diabetes, con una cifra actual estimada en
mas de 422 millones (OMS, 2020). De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China,
India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México, son en ese orden los paises con mayor nimero de
pacientes diabéticos. La DM en México es la primera causa de muerte entre las mujeres y la
segunda en los hombres. En 2010 esta patologia caus6 83,000 muertes en el pais y la cifra en los

ultimos afios sigue en aumento (Rojas et al., 2015).

La DM se define como un grupo de trastornos metabolicos que se caracterizan porque las
personas que la padecen presentan hiperglicemia (concentracion elevada de glucosa en sangre) que
puede acompanarse en mayor o menor medida con una alteraciéon en el metabolismo de los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas. En general se habla de que el origen y las causas son
distintas, sin embargo, todas conllevan a defectos en la secrecion o accion de la insulina (American

Diabetes Association, ADA, 2014).

La insulina es una hormona peptidica sintetizada por las células B de los islotes de
Langerhans en el pancreas (McGee, 2016). Su funcioén principal es promover la captacion de
glucosa en las células del musculo estriado esquelético y del tejido adiposo, y la homeostasis de la
glucosa en sangre, ademas, participa en otros procesos metabolicos como: estimulaciéon de
lipogénesis, sintesis de glucogeno y proteinas e inhibe los procesos contrarios. En el caso de la DM
la insulina que es secretada por las células  pancredticas no es suficiente o las células diana no
responden de manera adecuada a su estimulo, lo que da como resultado una desregulacion de los
procesos antes mencionados y produce un aumento en la concentracion de glucosa en sangre

(Saltiel y Kahn, 2001).

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

al., 2001).



La diabetes se clasifica segin la Asociacion Alemana de Diabetes principalmente en tres

tipos:

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), que implica la destruccion de las células B pancreaticas
que conducen a una deficiencia absoluta o casi absoluta de la insulina, generalmente mediada por
mecanismos inmunes. Este tipo representa del 5-10% de los casos clinicos de DM en el mundo y
los pacientes estan sujetos a un tratamiento de suministro constante de insulina, por lo cual también

es denominada como diabetes insulinodependiente.

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), se caracteriza por la pérdida progresiva de la secrecion de
insulina que varia desde la resistencia predominante de la insulina, hasta la secrecion defectuosa
predominante con resistencia a la insulina y se asocia frecuentemente con otros problemas del
llamado sindrome metabdlico. Entre el 90 y el 95% de los pacientes que padecen diabetes presentan

la DM2.

Diabetes gestacional, que se refiere a las alteraciones de la tolerancia a la glucosa que
aparecen por primera vez o se diagnostican por primera vez durante el embarazo. Esta intolerancia
deriva de algunas hormonas que produce la placenta y que se oponen al efecto de la insulina lo que

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

Existen algunas patologias que estdn directamente relacionadas con la DM2 como
enfermedades del pancreas exocrino (por ejemplo, pancreatitis, fibrosis quistica, hemocromatosis),
endocrinopatias (por ejemplo, sindrome de Cushing, acromegalia, feocromocitoma). DM Inducida
por farmacos (por ejemplo, glucocorticoides, neurolépticos, interferones alfa, pentamidina),
defectos genéticos de la funcion de las células 3 (por ejemplo, formas MODY) o defectos genéticos

de la accion de la insulina (American Diabetes Association, 2014)

Las células de la MO presentan anormalidades en animales diabéticos, tales como disfuncion
mitocondrial, senescencia replicativa, apoptosis acelerada, vias de sefializacion bloqueadas y
presencia de factor de necrosis tumoral (Jin ef al. 2010, Fujimiya et al. 2012 Orlandi et al. 2019).
Estas alteraciones inducidas por la diabetes se consideran como resultado de la glucotoxicidad, la
produccion de citoquinas proinflamatorias, la proliferacion de especies reactivas de oxigeno y

productos de glicacion avanzada (Jin et al. 2010).



1.2 Envejecimiento.

En el envejecimiento tiene lugar un deterioro funcional de los tejidos, 6rganos y sistemas del
organismo, especialmente de aquellos que mantienen la homeostasis corporal y, consecuentemente
la salud del individuo, lo que supone una mayor morbilidad y mortalidad con la edad (De la Fuente

y Miquel, 2009).

Fisiologicamente, el envejecimiento conlleva disminucion del agua corporal, de la
motilidad intestinal y de la masa renal, asi como la funcidén pulmonar pierde la capacidad de
reserva. También disminuye la frecuencia cardiaca durante el ejercicio y la sensibilidad de los
barorreceptores, por lo que pueden producirse signos y sintomas de hipotension ortostatica. Se
deterioran las diversas modalidades sensoriales: sensibilidad téactil y profunda, visual y auditiva.
Neuropsicologicamente puede apreciarse disminucion de la memoria préxima, lentificacion

general de los procesos centrales y pérdida de velocidad en la actividad motora (Gonzélez, 1995).

Durante el envejecimiento se presenta una desaceleracion natural del metabolismo, se
produce una serie de cambios en la regulacion de la energia, lo que contribuye a la pérdida de peso
y grasa; estos cambios contribuyen en un aumento de la susceptibilidad al desequilibrio energético
tanto positivo como negativo, lo cual va asociado a un deterioro en la salud. Se estima que las
personas que sobrepasan los 65 afios padecen 2 veces mas de discapacidades, 4 veces mas de
limitaciones, van al médico 42 % maés seguido y sus estancias hospitalarias son 50 % mas

prolongadas. (Ortiz et al., 2012; Brotman H, 1982).

Existe un modelo denominado modelo de daiios acumulados que trata de explicar el
envejecimiento. Este modelo sugiere que las células acumulan dafios poco a poco y no se pueden
reparar después de muchos afos, estos danos se le atribuyen al proceso de convertir oxigeno en
energia lo que conlleva a la formacion de radicales libres. Cuando estas moléculas se generan en
cantidades normales, ayudan a mantener saludable al cuerpo mediante la eliminacién de toxinas.
Sin embargo, cuando se producen en grandes cantidades, producen dafio y puede resultar en la
muerte celular. Esto, unido a que el sistema inmunolédgico de las personas mayores disminuye y el
sistema de reparacion de ADN decrece con los afios, es decir que las mutaciones se acumulan en
el ADN nuclear y mitocondrial y pueden llevar a la sintesis de proteinas anormales (Zorrilla G,

2002).



Existe poca informacion acerca del efecto del envejecimiento en el microambiente de la
médula dsea y casi nulo en respecto al metabolismo de los lipidos en este tejido. Hasta el momento
se ha descrito que el tejido adiposo de la MO aumenta con la edad mientras que la masa dsea
disminuye, a su vez la actividad hematopoyética aumenta en situaciones estresantes como las

asociadas al envejecimiento ejemplo de ello es la osteoporosis (Harrison, 1972).

Se ha observado que la capacidad de autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas
disminuye conforme aumenta la edad; sin embargo, el patron hematoldgico de los adultos mayores
no se ve afectado (Geiger y Van, 2002). La actividad hematopoyética evaluada a través de la
expresion de marcadores de proliferacion celular, como la molécula Ki-67, muestra su maxima
expresion en la edad adulta disminuyendo gradualmente conforme se incrementa la edad (Yu et

al., 1997).

Dado que la MO es la tnica fuente de células sanguineas es de vital importancia que se
mantenga saludable. De esta manera, ante el estimulo de noxas el proceso de proliferacion celular
puede suprimirse y entrar en un estado patologico. Las enfermedades que tienen su origen en la
médula 6sea o que la afectan y que consecuentemente afectan la produccion de células sanguineas
son la leucemia, mieloma maultiple, policitemia, mielofibrosis, linfoma, diabetes y patologias
derivadas del envejecimiento como la osteoporosis (Anton J y Raley D, 2013; Gatter K Brown,

2014,).

1.3 Médula 6sea

El tejido de la médula 6sea corresponde del 4% al 5% del peso corporal en adultos y presenta tres
componentes fundamentales: la matriz 6sea, la MO roja o hematopoyética y la MO amarilla o
grasa. A lo largo de la vida la composicion de la misma se va transformando disminuyendo la
proporcion de agua y proteinas y aumentando la de grasa, debido al proceso fisioldégico conocido
como conversion medular, que comienza en el esqueleto periférico y progresa hacia el esqueleto
axial; dentro de los huesos largos, la conversion ocurre primero en diafisis y posteriormente en
metafisis distal y finalmente proximal. Este proceso de reemplazo medular se completa en la tercera
década, quedando MO roja en esqueleto axial, himero y fémur proximales y MO amarilla en resto

de huesos, epifisis y apofisis (figura 1). (Horowitz et al 2017; Picker y Siegelman, 1999).



Figura 1. Conversion Medular completa de humano, Servicio de Radiodiagnoéstico. Hospital
General Universitario Reina Sofia de Murcia, El area de color rojo corresponde a la MO roja y el

area de color amarillo corresponde a la MO amarilla.

La MO roja estd constituida por un 60 % de células hematopoyéticas y un 40 % de
adipocitos. Su composicion quimica es de 40 % grasa, 40 % agua y 20 % proteinas. Este tipo de
médula es la encargada de la hematopoyesis y presenta una rica vascularizacion. Por otro lado la
M¢dula 6sea amarilla esta constituida casi en su totalidad por adipocitos (95 %), y un 5 % de células
hematopoyéticas, siendo su composicion quimica 80 % grasa, 15 % agua y 5 % proteinas. Su
funcién precisa es desconocida y estd pobremente vascularizada en comparacion con la médula

6sea roja (Londono et al., 2015).

Los grupos celulares de la MO incluyen: células sanguineas, producidas a partir de
las células madre hematopoyéticas multipotenciales, de las cuales derivan eritrocitos, leucocitos
(que incluyen los distintos linfocitos) y plaquetas. Tambien hay células reguladoras de la masa 6sea
como los osteoblastos (células de origen mesenquimal que forman el hueso), osteocitos (la
poblacion mas madura de las células del linaje de los osteoblastos que se encuentran en la matriz
6sea), osteoclastos (que derivan de monocitos hematopoyéticos) y por ultimo condrocitos y
adipocitos que derivan de células madre mesenquimales (CMM) (Gimble y Nuttali, 2012; Hoffman
et al., 2000).



El proceso a través del cual se generan las células sanguineas se denomina hematopoyesis
y ocurre bajo condiciones especificas en la MO. La hematopoyesis es un proceso
extraordinariamente complejo y para que ocurra, se debe contar con el respaldo de un
microambiente que sea capaz de reconocer y retener células madre y proporcionar los factores
necesarios para la proliferacion, diferenciacion y maduracion de células. EI microambiente
hematopoyético consta de células reticulares adventicias, células endoteliales, macrofagos,
adipocitos, células de revestimiento 6seo y elementos de la matriz extracelular (Mayani H et al.,

2007; Abboud y Lichtman, 2001).

Las células de la sangre se dividen en dos grandes grupos: mieloides y linfoides. Las
primeras comprenden a los granulocitos (neutréfilos, basofilos y eosinoéfilos), monocitos,
eritrocitos y trombocitos, mientras que las segundas comprenden a los linfocitos B, linfocitos T y
células NK. Las células mieloides son producidas a través de un proceso conocido como
mielopoyesis, mientras que las linfoides son resultado de la linfopoyesis. Ambos procesos, si bien
independientes, estan muy relacionados y la interaccion que existe entre células de uno y otro es

muy estrecha (Mayani H et al., 2007).

1.4 Importancia bioldgica de los lipidos

Bioldgicamente los lipidos desempefian muchas funciones en practicamente todos los tejidos,
ademads de ser una fuente muy importante de energia para la célula, después de ser consumidos y
pasar por los procesos de digestion y absorcion, pueden formar parte de los triacilgliceroles lo que
facilita su transporte en el torrente sanguineo para que posteriormente puedan ser almacenados en

el citosol de las células adiposas como reservas energéticas. (Voet y Voet, 2000).

Los 4cidos grasos también son constituyentes esenciales de las membranas bioldgicas y
junto con las proteinas determinan las funciones bioldgicas y mecanicas de las mismas. También
son aislantes de conduccion de la corriente nerviosa como parte de la vaina de mielina (Delfin y

Chino, 2013)

De igual forma algunos 4cidos grasos no esterificados pueden participar en la regulacion de
la expresion genética, pues juegan un papel clave como ligandos para diversos receptores nucleares
(particularmente los 4cidos grasos de la familia de los omega-3 [®-3]). Entre los principales acidos

grasos que ejercen este efecto de ligandos se encuentran: el acido araquidonico (AA), el



eicosapentaenoico (EPA), el docosahexaenodico (DHA), el 4cido alfa linolénico (ALA) y el acido

linoleico conjugado (CLA) (Sanhueza y Valenzuela, 2006; Vargas et al., 2011).

Una caracteristica muy importante de los lipidos es que son precursores metabolicos de la
sintesis de muchas moléculas, algunas sefializadoras como los eicosanoides, un grupo heterogéneo
de moléculas que se producen en la mayor parte de los tejidos de los mamiferos y entre los que se
encuentran las prostaglandinas, las prostaciclinas, los leucotrienos y los tromboxanos; responsables
de mediar una amplia variedad de procesos fisiologicos como: la inflamacion, la percepcion del

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

Los lipidos también son precursores de muchas hormonas, como las sexuales (progesterona,
estrogeno y testosterona) y hormonas de la corteza suprarrenal (glucocorticoides vy
mineralocorticoides) que derivan del colesterol. De igual forma son precursores de vitaminas
liposolubles como la vitamina A, la E y la K. Estas moléculas participan en numerosas funciones
que son vitales para el organismo, como el metabolismo, el desarrollo y crecimiento normales o

regulacion de multiples funciones celulares (Delfin y Chino, 2013; Rudey y Rosen 2019).

1.5 Metabolismo de lipidos en médula dsea

Aunque la presencia de la grasa en la médula 6sea haya sido reconocida macroscopica e
histolégicamente desde hace mas de un siglo, actualmente sigue siendo un reto conocer con
precision el papel que tiene la grasa en el microambiente de la médula désea, sin embargo no
significa que no se haya trabajado en esto en las ultimas décadas, de hecho, la comprension del
papel biologico de los adipocitos de la médula ha pasado de simplemente reemplazar el vacio
dejado por otros tejidos dseos a tener funciones termogénicas y metabolicas muy activas (Hardouin

etal., 2014).
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Figura 2. Funciones bioldgicas de la grasa de la médula osea.

La grasa de la médula que actia como un tipo marrén estimula la formacion de hueso y la
osteoblastogénesis. Por el contrario, cuando actiia de forma blanca, la grasa de la medula secreta
multiples factores que se han asociado con un efecto nocivo sobre la hematopoyesis, el

metabolismo 6seo y la calidad 6sea, (Singh L et al., 2018).

La grasa de la MO tiene un fenotipo muy distintivo que se asemeja al tejido adiposo blanco
y marrdn, lo que sugiere que la grasa de la médula corresponde a un tercer tipo, que los autores
describieron como “beige”. Las caracteristicas de la grasa beige de la médula sugieren que los
adipocitos de la médula constituyen un depdsito adiposo particular, que podria tener algunas
funciones beneficiosas asociadas con su componente marrdn y algunas funciones nocivas asociadas
a su componente blanco (Singh L ef al., 2018). No creo que esto sea lo que describen los autores

te sugiero que lo revises

Por ejemplo, los adipocitos de la médula almacenan cantidades significativas de grasa y
producen adipoquinas, leptina y adiponectina, que son conocidas por su papel en la regulacion del
metabolismo energético. Ademads, la grasa de la médula se encuentra en areas de alto recambio
6seo, lo que sugiere que podria desempenar un papel como proveedor de energia en este proceso.

El papel benéfico de la grasa marron y blanca de la médula 6sea podria verse atenuado por



condiciones como el envejecimiento y la diabetes. En ambas condiciones, el metabolismo
energético sistémico y la respuesta termogénica disminuyen significativamente. La grasa ;Cual?de
la médula parece desempefiar un papel en este fendomeno al perder su capacidad de asumir un
fenotipo similar al marron. Este hallazgo se ha asociado con alteraciones en la concentracion de
varias hormonas, como la hormona del crecimiento y esteroides sexuales, concentraciones
crecientes de adipoquinas y menor expresion de marcadores genéticos de la grasa parda (UCPI,

Dio2, PGCla y receptor adrenérgico 33) (Lecka C, 2012; Krings A, 2012).

Recientemente se ha sugerido que la adiponectina circulante podria ser secretada
principalmente por el tejido adiposo de la médula 6sea. Los adipocitos de la médula 6sea expresan
algunos marcadores de células madre, lo que sugiere cierta plasticidad de estas células, ademas
modifican el fenotipo de los osteoblastos y favorecen la diferenciacion de osteoclastos. Se sugiere
que los adipocitos de la médula 6sea juegan un papel importante en la regulacion no sélo del
entorno local, sino que también pueden contribuir a la homeostasis general del cuerpo (Horowitz

et al., 2017; Hardouin et al., 2014).

Cuando el fenotipo de la grasa de la MO corresponde a la fraccion blanca, la acumulacion
y secrecion simultdnea de acidos grasos y adipocinas podria tener un efecto nocivo en el
microambiente de la médula 6sea, un fendbmeno conocido como lipotoxicidad. La lipotoxicidad se
define como el efecto nocivo de la grasa sobre los tejidos no adiposos. Estos efectos incluyen
esteatosis generalizada, lipotoxicidad y lipoapoptosis. La lipotoxicidad de las células beta
pancreaticas, el miocardio y el musculo esquelético conducen, respectivamente, a diabetes tipo 2,
cardiomiopatia y resistencia a la insulina. La sarcopenia, una enfermedad que tiene factores de
riesgo muy similares a la osteoporosis, también se asocia con infiltracion grasa y lipotoxicidad

(Carobbio S et al., 2017; Unger RH, 2002).

Es importante saber que la cantidad de tejido adiposo en la médula 6sea no se correlaciona con
el peso, el indice de masa corporal o la grasa corporal. Ahora est4 bien establecido que el aumento
de la grasa en la médula 6sea se asocia con una masa 6sea débil en la osteoporosis, especialmente

durante el envejecimiento y la anorexia (Timper y Briining, 2017; Gilardini et a/ 2006).

Las funciones de los lipidos estan relacionadas directamente con la composicion de acidos
grasos, ya sea de forma estructural como parte de las membranas bioldgicas o moléculas lipidicas

mas complejas, asi como en su estado libre, anclajes lipidicos, fuente de energia o de precursores



metabolicos. La composicion de dcidos grasos saturados e insaturados en las células de cualquier
tejido refleja el estado bioquimico y fisioldgico en el que se encuentre ese tejido proporcionando

informacion clave de la salud del individuo (Tvrzicka E et al 2011).

2. Antecedentes

Con el objetivo de describir los cambios que ocurren en la grasa de la médula 6sea durante el
desarrollo de la diabetes y el envejecimiento, se han realizado diferentes estudios desde el punto
de vista molecular, estructural y funcional. De forma general se plantea que el desarrollo de la
diabetes y el envejecimiento aumentan la adiposidad de la médula 6sea y también se asocian con
una densidad mineral dsea baja. Por ejemplo, en un estudio elaborado por Botolin y McCabe (2007)
encontraron que en dos modelos de ratones diabéticos DT1 (inducidos con estreptozotocina) y
obesos, los ratones diabéticos obesos tuvieron un aumento de 8 veces en los adipocitos de la médula
tibial en comparacion con los controles, mientras que los ratones diabéticos inducidos tuvieron un
aumento de 3 a 4 veces en adipocitos de médula en comparacion con los controles. Asi mismo en
los animales diabéticos los marcadores de diferenciacion de adipocitos, incluidos PPARY2 y la
proteina 2 de unién a acidos grasos de adipocitos, incrementaron y presentaban una pérdida

significativa de hueso trabecular y cortical.

Aungque los estudios de grasa medular en modelos animales con DM2 son mas escasos que
en DM, la grasa medular parece igualmente elevada. En un estudio desarrollado por Devlin y
colaboradores (2014) se observo una alta adiposidad de la médula tibial (50 y 7 veces alas 8 y 17
semanas de edad), con una severa disminucion del volumen y densidad del hueso trabecular del
fémur distal en un modelo de DM2 de aparicion temprana en ratones macho de la cepa Tallyho en

comparacion con los ratones control ( Devlin et al., 2014 ).

En algunos estudios en humanos se ha observado un ligero aumento en la de grasa en la
médula Osea en participantes diabéticos en comparacion con sujetos sanos. El estudio
“Osteoporotic Fracture in Men” elaborado por Sheu y colaboradores (2012) se midi6 la grasa en
médula espinal lumbar mediante]1H-SRA a 156 hombres de 74 a 96 afios de edad, de los cuales el
24 % padecia DM2, ajustando los datos por edad se observo que la cantidad de grasa medular es

mayor (59%) en los individuos diabéticos.
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Ademas de estar asociado con el aumento de adipocitos de la médula 6sea y una baja
densidad mineral en hueso, el envejecimiento produce deterioro en la regulacion de las células de
la médula o6sea y las sefiales sistémicas que conducen a enfermedades cronicas. Una reciente
investigacion (Huovinena et al., 2015) donde se compard el cociente de acidos grasos insaturados
entre saturados (I/S), como un indice de fluidez, en la grasa de la médula 6sea de la diafisis tibial
proximal, en adultos jovenes con indice de masa corporal variable, se observo una correlacion
positiva relativamente fuerte entre este parametro y la edad, no asi con pardmetros como el sexo,
la actividad fisica, la tasa metabdlica basal o el estado glucémico. El I/S no mostro diferencias entre

los grupos con obesidad y de control a los 7 afios de edad.

En estudios realizados en humanos para conocer la composicion de tejido adiposo en MO
de la columna vertebral (Baum et al., 2012; Patsch et al., 2013) se observé una disminucion de los
acidos grasos insaturados y un aumento de los 4acidos grasos saturados asociados a un deterioro de
la salud esquelética. Asi mismo se sabe que los acidos grasos insaturados del tejido adiposo de la
medula 6sea disminuye con la edad en mujeres (Yeung et al 2005) y en sujetos con obesidad
moérbida (Yu et al, 2017). En mujeres diabéticas y posmenopausicas el indice I/S disminuye,

aunque el contenido de tejido adiposo es similar al de las mujeres sanas (Yeung et al., 2005).

Por otra parte, existe evidencia que indica que el desarrollo de patologias como la diabetes
mellitus tipo 1y 2, asi como el envejecimiento estd asociada con cambios en las propiedades fisicas
y quimicas de las membranas, (Pérez-Hernandez et al., 2010: Figueroa- Garcia et al. 2015). Estas
propiedades estan determinadas por la naturaleza de los &4cidos grasos que la componen
especialmente en la fraccion fosfolipidica y esto puede influir en diversas funciones celulares, por
ejemplo en relacion con la diabetes al incrementar los dcidos grasos saturados en las membranas
de células en cultivo mejora la respuesta a la insulina por mecanismos no determinados (Weijers

R, 2012).

El anélisis del tejido adiposo en humano indica que la composicion de grasa de la médula 6sea
estd asociada con el aumento de I/S y juega un papel importante en la salud dsea, pero su significado
fisiologico o su impacto en los tejidos de la médula dsea locales o extra locales siguen siendo
indefinidos. Ademas, el conocimiento sobre la composicion de lipidos en el microambiente de la
médula 6sea, es decir, en el compartimento intersticial que rodea las células de la médula 6sea, es

€58Caso.
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3. Justificacion

En el estudio de la médula 6sea el enfoque ha estado, la mayoria de las veces, enfocado en aspectos
anatomicos, fisioldgicos, histologicos o patologias asociados a la produccion de proteinas y la
hematopoyesis, dejando de lado el estudio del metabolismo de los acidos grasos, por lo que no se
cuenta con informacion suficiente en este campo. Sumado a lo anterior el estudio del metabolismo
de lipidos en este tejido durante el desarrollo de patologias como la diabetes o en procesos como
el envejecimiento es practicamente inexistente. Por lo que, la oportunidad de trabajar en este tema,
puede brindar informacién muy valiosa para incrementar el conocimiento que ayude al
entendimiento de las funciones precisas de los lipidos en la medula 6sea, asi como para comprender
mejor la fisiopatologia de la diabetes y el envejecimiento especificamente en el microambiente de

este tejido.

4. Hipotesis

Durante la diabetes y el envejecimiento se presentan cambios en el perfil de acidos grasos de
médula Osea en la rata, lo que tiene como consecuencia una disminucion en el indice de la fluidez

de las membranas de este tejido.

5. Objetivos
5.1 General

Evaluar los cambios en el perfil de 4dcidos grasos que se presentan durante el desarrollo de la

diabetes mellitus tipo 1 y el envejecimiento en médula osea de ratas.
5.2 Particulares

e Estudiar el efecto de la edad sobre la composicion de acidos grasos de médula osea de

ratas normoglucémicas a los 2, 3 y 9 meses de edad.

e Estudiar el efecto del desarrollo de la diabetes tipo 1 sobre la composicion de acidos

grasos de médula 6sea a los 0, 15, 30 y 60 dias de induccion.
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e Comparar el efecto del envejecimiento y la DM1 sobre la composicion de acidos grasos

de médula 6sea.

6 Material y Métodos:

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

pureza minima del 98%. La estreptozotocina (STZ) se adquiri6 de Sigma-Aldrich.

6.1 Animales de experimentacion

Se trabajo con 24 ratas wistar macho siguiendo las normas del Comité de Bioética Institucional y
de acuerdo con las regulaciones federales para experimentacion y cuidado animal NOM 062-Z0OO-
1999, Secretaria de Agricultura, México. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio
(22° C, 12 h luz, 12 h oscuridad). Se generd un modelo de diabetes mellitus tipo 1 mediante
inyeccion intraperitoneal de STZ [65 mg / kg de peso corporal] disuelta en tampon de citratos, pH
4,6, en ratas de 2 meses de edad, sacrificadas a los 2.5, 3 y 4 meses de edad y grupos control
sacrificados a los 2, 3 y 9 meses de edad. Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital sdédico a una dosis de 40 mg/kg de peso corporal hasta la pérdida total de sensibilidad
y posteriormente se exsanguinaron por puncion cardiaca. La n de ambos grupos fue de 4 ratas por

edad.

6.2 Extraccion de médula dsea

Técnica de aspiracion de médula 6sea: Con ayuda de una aguja numero 14 (2.1 mm de didmetro)
y 5 cm de largo acoplada a una jeringa de vidrio se perford la epifisis de los huesos largos de la
rata (fémur, tibia, peroné, humero, cubito y radio), como se muestra en la Figura 3, posteriormente
se aspiro el total de la médula 6sea mediante lavados del canal medular con una solucién de PBS

y EDTA. El tejido se almacen6 en viales de vidrio hasta su procesamiento.
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Figura 3. Esquema representativo de la técnica de aspiracion de médula osea.

6.3 Extraccion de lipidos (método de Bligh y Dyer 1959).

Se tomo 1 g de tejido de la MO y se homogenizé en 19 mL de la mezcla metanol-cloroformo (2:1
v/v). Posteriormente se filtrd en papel desengrasado, una vez filtrado se le agregd 20% de agua
bidestilada. Se mezclo y se centrifugd a 2000 rpm durante 2 min. Se retir6 la fase superior mientras
que la fase inferior se lavd 3 veces con una mezcla de cloroformo-metanol-agua (3:48:47).
Finalmente se recupero la fase lipidica y se colect6 en viales de vidrio con capacidad de 20 mL. El
solvente que contiene a los lipidos se evapor6 con nitrégeno y los lipidos fueron almacenados a —

20°C.

6.4 Transesterificacion de acidos grasos (Morrison y Smith, 1964)

Los lipidos se resuspendieron en 1 mL de metanol-cloroformo (2:1 v/v), se tomaron 30 pul de esta
solucion en viales de 4 mL. Se evaporaron los solventes con gas nitrogeno. Posteriormente se
agreg6 500 pl de trifluoruro de boro al 14% en metanol y se puso en atmoésfera de nitrégeno. Los
viales se colocaron en bafio maria a 92° C (punto de ebullicion en la Cd. de México), dejandolos
hervir durante 30 min. Al cabo de este tiempo, se atemperaron y se agregé 1000 pl de hexano
HPLC y 500 ul de agua bidestilada, se agit6 fuertemente y se colect6 la fase hexanica que contiene
los metil ésteres. Finalmente se evapor6 el hexano de la muestra con gas nitrogeno y se almacend

protegida de la luz a —20°C.

14



6.5 Analisis por cromatografia de gases

Los reactivos y solventes utilizados para este andlisis fueron grado HPLC. Se resuspendieron los
metil ésteres de acidos grasos con 100 pl de hexano HPLC y se inyectd 1 pl en el cromatografo de
gases. Se utilizd un cromatégrafo de gases Clarus 500 de Perkin Elmer controlado por
computadora, equipado con detector de ionizaciéon de flama (FID) y una columna capilar
omegawax de Supelco de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro interno y grosor de 0.25 mm. La
flama se mantuvo con hidrégeno y aire, y como gas de arrastre se utilizo nitrégeno de alta pureza.
El programa utilizado fue disefiado de la siguiente forma: inicio a 180° C por 5 min, con una rampa
de 5° C/min hasta 240° C, es mantenido durante 18 minutos mas, para un tiempo total de 35 min.
El flujo de nitrogeno para la columna fue de 14 mL/min. La identidad de los &cidos grasos se obtuvo
por comparacion de los tiempos de retencion de metil ésteres estdndares. Se integré el area de cada

uno de los picos detectados para obtener las proporciones molares porcentuales.

6.6 Analisis estadistico

Todos los pardmetros se midieron en un minimo de 4 ratas por grupo y los datos se expresaron
como promedio + SD. Se utilizo la prueba de T de student para el analisis estadistico de los datos
sobre el grupo control de 2 meses de edad, asi como la prueba de correlacion para el analsis de

graficos ( p <0,05).
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7 Resultados:
7.1 Composicion de acidos grasos de médula dsea

Con el objetivo de conocer los cambios en la composicion de acidos grasos de la MO en diferentes
estadios de ratas normoglicemicas simulando un modelo de envejecimiento, mediante
cromatografia de gases se obtuvieron los siguientes resultados: en la tabla 1 se puede observar
que existe diferencia estadistica en algunos acidos grasos. Por ejemplo, existe una correlacion
negativa (R=-0.81) entre la concentracion del acido palmitico y la edad de los animales del grupo
control, esto es a mayor edad menor concentracion del dcido en médula ésea (38%, 28% y 23% a
los 2, 3 y 9 meses de edad respectivamente). El patron de comportamiento de la concentracion de
acido palmitico es el mismo para la mayoria de los 4cidos grasos saturados. En el caso de los acidos
grasos insaturados mas representativos el comportamiento es inverso al de los saturados, como
ejemplo se tomo al acido oleico el cual tuvo concentraciones de 17,21.4y 29% alos 2, 3 y 9 meses
de edad respectivamente, este presenta una correlacion positiva (R= 0.97) entre la concentracion
del acido graso y la edad de los animales.

Tabla 1: Composicion de acidos grasos (en mol%) de médula 6sea de ratas normoglicémicas

a diferentes edades, cada grupo de ratas normoglicémicas fue comparado estadisticamente (t
de student n =4y p < 0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.

2 meses 3 meses 9 meses

Laurico . 0.12 +0.00 0.12 +0.12 0.13 +0.01*
Miristico . 1.37 +0.27 1.14 +0.49 1.28 +0.09
Pentadecanoico « 0.69 +0.09 0.63 +0.29 0.44 +0.05*
Palmitico . 38.14 +3.25 28.08 +8.77* 23.87 +0.71*
Palmitoleico . 2.07 +0.66 3.97 +8.21 2.40 +0.35
Heptadecanoico « 0.69 +0.06 1.00 +0.48* 0.44 +0.01*
Estedrico . 26.26 +3.23 21.25 +7.57* 12.99 +1.33*
Oleico . 17.05 +6.42 21.40 +1.34* 29.44 +1.66*
linoleico . 1.30 +0.49 10.61 +5.09* 17.65 +0.38*
Araquidico . 0.83 +0.23 0.90 +0.98 0.63 +0.50*
Eicosaenoico . 0.71 +0.38 1.78 +1.82* 0.66 +0.13*
Araquidénico . 6.20 +2.31 3.34 +2.28* 4.26 +1.41
Lignocérico . 0.52 +0.26 0.59 +0.29* 0.38 +0.12
DHA . 0.88 +0.17 0.56 +0.21* 0.67 +0.30
NI 6.18 +4.74 4.10 +2.33 3.96 +0.59
1/s 0.41 0.76 * 132+

S 68.62 53.71 * 40.16 *

| 28.21 41.10 * 55.08 *

No identificados, | « :Insaturados;S » :Saturados.n=4yp <0.05
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Con el proposito de conocer los cambios en la composicion de acidos grasos de MO de ratas con
DMI1 en diferentes estadios simulando las diferentes etapas de esta patologia, mediante
cromatografia de gases se obtuvieron los siguientes resultados: en la tabla 2 se observa que hay
diferencia estadistica en algunos &cidos grasos. Por ejemplo, en la concentracion del acido
palmitico se muestra un comportamiento oscilatorio en los primeros 30 dias de induccion, sin
embargo a los 60 dias la concentracion disminuye significativamente (38%, 26%, 35% y 25% a los
2 meses, 15, 30 y 60 dias de induccidn respectivamente). Este patron de comportamiento se ve
reflejado en la mayoria de acidos grasos saturados, mientras que en los insaturados pasa algo
similar con respecto al comportamiento oscilatorio en los primeros 30 dias de induccion pero de
forma inversa, ya que a los 60 dias tiende a incrementar significativamente la concentracion de
estos acidos grasos, por ejemplo el 4cido linoleico en el grupo control de 2 meses de edad, tan s6lo
representaba el 1.3%, a los 15 dias aumenta a mas del 17%, posteriormente a los 30 dias vuelve a
disminuir a 5% y finalmente a los 60 dias aumenta a mas del 20% de los lipidos totales de la médula
Osea.

Tabla 2: Composicion de acidos grasos (en mol%) de médula 0sea de ratas diabéticas tipo 1
a diferentes tiempos después de haber sido inducidas a diabétes a los 2 meses de edad. cada

grupo de ratas diabéticas fue comparado estadisticamente (t de student n = 4 y p < 0.05)
contra el grupo control de 2 meses de edad.

0 (2 meses) 15 dias 30 dias 60 dias

Laurico 2 0.12 +0.00 0.10  +0.00* 0.16 +0.03* 0.07 +0.03*
Miristico B 1.37 +0.27 140  +0.50 1.45 +0.42 1.10 +0.38
Pentadecanoico . 0.69 +0.09 0.60 +0.00* 0.70 +0.10 0.48 +0.11*
Palmitico B 38.14 +3.25 2630  +1.70* 35.22 +2.84* 25.47 +3.35%
Palmitoleico . 2.07 +0.66 370  +1.30* 3.34 +1.56* 2.33 +1.25
Heptadecanoico « 0.69 +0.06 0.60 +1.31 0.78 +0.07 0.51 +0.16
Estedrico . 26.26 +3.23 11.10 +1.32% 20.54 +4.07* 10.71 +5.95*%
Oleico . 17.05 +6.42 24.50 +1.33* 24.86 +4.38% 27.71 +7.07*
linoleico . 1.30 +0.49 17.40  +1.34* 5.27 +2.71* 20.41 +8.58*
Araquidico . 0.83 +0.23 0.50  +1.35* 1.14 +0.68* 1.20 +0.52*
Eicosaenoico . 0.71 +0.38 1.20 +1.36 0.59 +0.52 0.49 +0.22
Araquiddnico . 6.20 +2.31 6.70  +1.37 0.41 +0.25* 2,11 +0.81*
Lignocérico . 0.52 +0.26 060 +1.38 0.76 +0.32* 0.47 +0.22
DHA . 0.88 +0.17 0.63 +1.39 0.41 +0.24* 0.76 +0.20
NI 6.18 +4.74* 4.20 +1.40 4.22 +2.49 4.75 +3.63*
1/s 0.41 1.29 * 0.57 * 1.29 *

S 68.62 41.20 * 60.75 * 40.01 *

I 28.21 53.50 * 34.89 * 52.01 *

NI: No identificados, | e :Insaturados; S e :Saturados.n=4yp <0.05
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Con el interes de conocer la relacion entre los acidos grasos insaturados sobre los saturados en la
composicion de la MO vy el reflejo de su posible impacto en la estructura y funcion del tejido
derivado del envejecimiento y el desarrollo de la diabétes melitus tipo 1, se obtuvo el indice de
fluidez (I/S).

En la figura 4 se puede observar un incremento del I/S que corresponde con el incremento en la
edad de las ratas (R = 0.98), esto implica que la proporcion de dcidos grasos insaturados incrementa

con la edad con respecto a los 4cidos grasos saturados.

Normoglicémicas
2.00 indice de fluidez

1.80
1.60
1.40 *
1.20
1.00

0.80

Cociente de 1/S

0.60

0.40

0.20

0.00

2 meses 3 meses 9 meses

Figura 4: indice de fluidez (I/S) de médula 6sea en ratas normoglicémicas. n = 4, *p < 0.05.
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En la figura 5 se puede observar que el I/S en los grupos diabéticos muestra un comportamiento
heterogéneo, sin embargo éste finalmente aumenta mas de 300%, lo que significa que tanto en la

diabetes como en el envejecimiento los acidos grasos insaturados aumentan en forma significativa.

~ Diabeticas

2.00 Indice de fluidez
1.80
1.60
140
1.20

1.00

Cociente I/S

0.80

0.60 .

0.40

0.20

0.00
0 (2 meses) 15 dias 30dias 60 dias

Figura 5: Indice de fluidez (I/S) de médula ésea de ratas inducidas a diabetes por diferentes
tiempos.

n=4,*p <0.05
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Los siguientes resultados muestran el comportamiento que tiene la composicion de cada acido
graso en la MO en los diferentes estadios del modelo de envejecimiento y el desarrollo de la DM,

con el proposito de proporcionar un esquema mas detallado que pueda ser util para su analisis.

Como se puede observar el porcentaje de acido ldurico en médula 6sea en los controles (Figura 6a)
se mantiene sin diferencias hasta llegar a los 9 meses de edad con una correlacion positiva (R=0.2)
aumentando so6lo 8% (Figura 6a). También se puede ver que en los grupos diabéticos disminuye

16% a los primeros 15 dias post induccion, a los 30 dias incrementa 33% y a los 60 dias disminuye
58%) (Figura 6b).

03 Control s o b
a Diabético
0.25 0.25
I3
5 02 F 02
E 3
£ *
o =
2015 . 9 015
= =
3
8 01 2 01 -
£ < *
0.05 0.05
0 0
2 meses 3 meses 9 meses i ) )
0 (2 meses) 15 dias 30 dias 60 dias

Figura 6: Porcentaje de acido laurico de lipidos totales de médula désea de los grupos
normoglicémicos y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =
4y p <0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 7a, se observa que la concentracion (40%) del acido pentadecanoico de los grupos
control disminuye conforme aumenta la edad (R= -0.9) (Figura 7a). En los grupos diabéticos
disminuye 13% a los 15 dias post induccion, aumentando a los 30 (14%), volviendo a disminuir a

los 60 (30%) (Figura 7b).
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N N Diabético
g —
3 09 a T 0o b
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‘O [=]
< 03 < 03

0.2 02

0.1 0.1

0 ]

2 meses. 3meses. 9meses

0 (2 meses) 15 dias 30 dias 60 dias
Figura 7: Porcentaje de acido pentadecanoico de médula dsea de ratas diabéticas tipo 1y

control, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4 y p <0.05) contra el
grupo control de 2 meses de edad

21



En la figura 8a se puede observar una disminucion de mas del 36% del acido palmitico en el grupo
control de los 2 hasta los 9 meses de edad (R= -0.8) (Figura 8a), mientras que en los grupos

diabéticos hay una dimision (30%) a 15 dias, incrementando a los 30 (23%) y volviendo a

disminuird a los 60 dias (25%) (Figura 8b).
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2 meses 3 meses 9 meses 0 (2 meses) 15 dias 30 dias 60 dias

Figura 8: Porcentaje de acido palmitico de lipidos totales de médula dsea de los grupos

control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 9a se puede observar que el porcentaje de acido palmitoleico en los controles es
oscilatorio, de los 2 a los 3 meses de edad aumenta 74% y después disminuye 59%% a los 9 meses
(Figura 9a). En los grupos diabéticos incrementa 59% a los 15 dias post induccion, disminuyendo

a los 30 dias (12%) para disminuir nuevamente a los 60 dias (37%) (Figura 9b).
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0 (2 meses) 15 dias 30 dias 60 dias

Figura 9: Porcentaje de acido palmitoleico de lipidos totales de médula 0sea de los grupos
control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 10a, se muestra el porcentaje de acido heptadecanoico del grupo control con un
comportamiento oscilatorio, de los 2 a los 3 meses de edad aumenta 44% y disminuye 37% al llegar
a los 9 meses de edad (Figura 10a). En los grupos diabéticos hay una disminucion del 13% a los
15 dias después de haber sido inducida la diabetes, un incremento del 15% a los 30 dias y

nuevamente una disminucion del 29% a los 60 dias (Figura 10b).
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Figura 10: Porcentaje de acido heptadecanoico de lipidos totales de médula dsea de los grupos
control, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <0.05) contra el
grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 11a, se muestra el porcentaje de acido estearico en el grupo control, este disminuye
(49%) conforme aumenta la edad entre los 2 y los 9 (R= -0.98) (Figura 11a). En los grupos
diabéticos, disminuye 55% a los 15 dias después de haber sido inducida la diabetes, a los 30 dias

incrementa 22% y a los 60 dias disminuye 60% (Figura 11b).
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Figura 11: Porcentaje de acido estearico de lipidos totales de médula dsea de los grupos
control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 12a se muestra que el porcentaje de acido oleico donde se puede observar que en los
controles este dcido incrementa hasta el 70% conforme aumenta la edad entre los 2 y los 9 meses
(R=0.9) (Figura 12a). En los grupos diabéticos de igual forma se ve un incremento del 62%
conforme la edad aumenta (de los 2 meses de edad a los 60 dias post induccién a diabetes) (R=
0.8) (Figura 12b).
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Figura 12: Porcentaje de acido oleico de lipidos totales de médula dsea de los grupos control
y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <0.05) contra
el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 13a, se muestra los resultados del acido linoleico en los controles, este incrementa
(1200%) en funcion de la edad (2 a los 9 meses) (R=0.99) (Figura 13a). En los grupos diabéticos
incrementa 1200% a los 15 dias después de haber sido inducida la diabetes, a los 30 dias disminuye

300% y a los 60 dias nuevamente aumenta 1400% (Figura 13b).
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Figura 13: Porcentaje de acido linoleico de lipidos totales de médula 6sea de los grupos
control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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Como se puede ver en la figura 14a el porcentaje de acido araquidico en el grupo control tiene un
comportamiento oscilatorio, de los 2 a los 3 meses de edad aumenta 8.4% y a los 9 meses disminuye
27% (Figura 14a). En los grupos diabéticos, disminuye 39% a los 15 dias después de haber sido

inducida la diabetes y a partir de ahi hasta los 4 meses aumenta un total de 84% (figura 14b).
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Figura 14: Porcentaje de acido araquidico de lipidos totales de médula 6sea de los grupos
control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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En la figura 15a se muestra en el porcentaje de acido araquiddnico del grupo control una
disminucion de 48% de los 2 a los 3 meses de edad con un incremento del 14% a los 9 meses de
edad (Figura 15a). En los grupos diabéticos, incrementa 8% a los 15 dias después de haber sido

inducida la diabetes, a los 30 dias disminuye drasticamente 93% y a los 4 meses de edad aumenta
29% (Figura 15b).
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Figura 15: Porcentaje de acido araquidonico de lipidos totales de médula dsea de los grupos
control y diabéticos, cada grupo fue comparado estadisticamente (t de student n =4y p <
0.05) contra el grupo control de 2 meses de edad.
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Envejecimiento acelerado.

En los siguientes resultados se grafico la actividad de la actividad de la desaturasa encargada de la
conversion de acido dleico a estearico y de palmitoleico a palmitico con el objetivo de reflejar en
que tiempos a lo largo del envejecimiento y el desarrollo de la diabétes la actividad es mas alta
esperando que en el caso de la diabétes esta actividad se vea acelerada.En la figura 16 se puede
observar que la conversion del 4cido graso oleico a estedrico en la médula 6sea de los grupos
control tiene un incremento constante hasta los 9 meses de edad, sin embargo, en los grupos
inducidos a diabetes, se puede observar que dicha incremento se altera desde los primeros 15 dias
post induccion a diabetes (STZ) en ratas. Aunque parece que al mes post induccion hay una
tendencia a la regulacion de la actividad de las desaturasas, medida a través de la relacion
oleico/estedrico, es claro que a los cuatro meses se vuelve a manifestar la desregulacion de la

actividad de estas encimas lo que simula un acelerado proceso de envejecimiento .
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Figura 16. Actividad de la desaturasa oleico / estearico de ratas control e inducidas a

diabétes.
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En la figura 17 se puede observar que la actividad de las desaturasa 5 medida por la conversion del
acido graso palmitoleico a palmitico en las ratas control aumenta mas del doble de 2 a 3 meses de
edad, representando el punto méximo y disminuyendo hasta un 29% a los 9 meses de edad. Por
otro lado se puede observar que las ratas inducidas a diabetes mediante la inyeccion intraperitoneal
de STZ, a los 15 dias de induccion (2.5 meses de edad) tienen un cociente similar al de las ratas
control de 3 meses, sin embargo 15 dias después dicho cociente disminuyd 33% y se mantiene
hasta los 4 meses de edad, simulando un proceso de envejecimiento acelerado, similar a lo que se

observo con la relacion oleico/estearico.
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Figura 17: Actividad de la desaturasa palmitoleico / palmitico de ratas control e inducidas a

diabétes.
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El analisis de la composicion de 4cidos grasos de médula 6sea de ratas (tabla 3) permite conocer
las diferencias entre la proporcion de estas moléculas entre sujetos jovenes (2 meses de edad) y
viejos (9 meses de redad) en animales sanos y, los cambios de envejecimiento que se generan por
la diabetes en ratas jovenes (4 meses de edad), cambios semejantes a los observados en los

animales, sanos, envejecidos por la edad (9 meses de edad)

Tabla 3: Composicion de acidos grasos de médula dsea de ratas normoglucemicas.

9 meses 60 dias

Laurico . 0.13 +0.01* 0.07 +0.03*
Miristico . 1.28 +0.09 1.10 +0.38
Pentadecanoico . 0.44 +0.05 0.48 +0.11
Palmitico . 23.87 +0.71 25.47 +3.35
Palmitoleico . 2.40 +0.35 2.33 +1.25
Heptadecanoico 0.44 +0.01 0.51 +0.16
Estearico . 12.99 +1.33 10.71 +5.95
Oleico . 29.44 +1.66 27.71 +7.07
linoleico . 17.65 +0.38 20.41 +8.58
Araquidico . 0.63 +0.50* 1.20 +0.52*
Eicosaenoico . 0.66 +0.13* 0.49 +0.22*
Araquidonico . 4.26 +1.41* 2.11 +0.81*
Lignocerico . 0.38 +0.12 0.47 +0.22
DHA . 0.67 +0.30 0.76 +0.20
NI 3.96 +0.59 4.75 +3.63
I/s 1.32 1.29

S 40.16 40.01

| 55.08 52.01

NI: No identificados, | « :Insaturados;$ . :Saturados.n=4yp<0.05
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En el andlisis de la composicién de acidos grasos de médula 6sea de ratas jovenes (3 meses de

edad) sanas y e inducidas a diabetes tipo 1 (30 dias post induccidn) se observa que el perfil de los

acidos grasos mas abundantes como son:

existe una deferencia significativa entre los animales

diabéticos y el grupo control, por lo que el indice de saturados (aumenta) e insaturados (disminuye)

es menor en los animales con diabetes tipo 1.

Tabla 4: Composicion de acidos grasos de médula dsea de ratas inducida a diabetes tipo 1

3 meses 30 dias

Laurico 0.12 +0.12 0.16 +0.03
Miristico 1.14 +0.49 1.45 +0.42
Pentadecanoico 0.63 +0.29 0.70 +0.10
Palmitico 28.08 +8.77* 35.22 +2.84*%
Palmitoleico 3.97 +8.21 3.34 +1.56
Heptadecanoico 1.00 +0.48 0.78 +0.07
Estearico 21.25 +7.57 20.54 +4.07
Oleico 21.40 +1.34* 24,86 +4.38*
linoleico 10.61 +5,09* 5.27 +2.71°
Araquidico 0.90 +0.98 1.14 +0.68
Eicosaenoico 1.78 +1.82* 0.59 +052*
Araquidonico 3.34 +2.28* 0.41 +0.25*
Lignocerico 0.59 +0.29 0.76 +0.32
DHA 0.56 +0.21* 0.41 +0.24*
NI 4.10 +2.33 4.22 +2.49
I/s 0.76 0.57

S 53.71 60.75

I 41.10 34.89

NI: No identificados, | « : Insaturados; S . : Saturados. n=4 y p<0.05
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8. Discusion

8.1. Composicion de acidos grasos: grupo diabético.

En el presente estudio se generd un modelo de diabetes tipo 1 en ratas de la cepa Wistar en
diferentes estadios del sindrome, tomando como referencia el tiempo transcurrido después de la
induccion (15, 30 y 60 dias), mismos que semejan el avance de los dafios causados en las etapas
iniciales y tardias de esta patologia, con la finalidad de observar y registrar los cambios que se

suceden en el perfil de acidos grasos de la médula dsea.

Como se puede observar en la tabla 2, la composicion de acidos grasos de la médula 6sea
de los animales del grupo control, a los dos meses de edad, presenta un perfil distinto al observado
en otros 6rganos. Los valores de los acidos grasos que para fines del presente estudio tomaremos
como representativos o de mayor valor de analisis como el DHA, tiene un valor menor al 1%, lo
que equivale al 20% 0 8.3% del encontrado en otros tejidos como cerebro, rifion o higado donde,
de acuerdo a la edad, puede tener valores de 5 a 12% (Perusquia R, 2018; Avendafio B, 2019;
Campos M, 2020; Garcia H, 2021; Escutia J, 2019). Una de las posibles explicaciones de por qué
el DHA es uno de los componentes mayoritarios del tejido nervioso tal vez sea que este cumple

funciones esenciales como la transmision de sefiales y participa en el crecimiento de las neuronas.

Debido a que la médula 6sea que se obtuvo de los huesos largos esta compuesta por 95%
de células adipociticas y 5% por células hematopoyéticas, se podria asumir que la ausencia de DHA

deriva de la ausencia de tejido nervioso en la médula 6sea (Campos M, et al 2010).

Continuando con la tabla dos, se puede observar que las ratas indiciadas a diabetes tipo 1 a
los 15 dias post induccion presentan cambios importantes en la composicion de 4cidos grasos de la
médula 6sea como son: disminucion (30%) de 4cido palmitico; lo que puede ser un signo de
disfuncion del tejido adiposo de este tejido. El dcido palmitico es una molécula dependiente de la
las vias lipogenicas que se activan con el consumo de carbohidratos en la dieta (Smith ME et al.,
2022). Recientemente se ha demostrado que existen mecanismos que en el desarrollo de la
resistencia a la insulina y el desarrollo de la DM se asocian a un tejido adiposo disfuncional. Uno
de estos mecanismos es la disminucion del glucotransportador GLUT4 en el tejido adiposo, por lo
que esta molécula, encargada de la captacion de glucosa en musculo y tejido adiposo, es utilizada

como marcador de la disfuncion del adipocito (James DE et al 1988). Por otro lado enzimas clave
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en el metabolismo de sintesis de los lipidos son reguladas por GLU4, por lo que una disminucion
en este tiene como resultado una disminucion en la expresion de enzimas clave en esta via
metabolica dando como resultado una disminucion en la sintesis del acido palmitico y otros acidos

grasos (Hammarstedt A et al., 2018).

Otro 4cido graso que sufre cambios importantes en animales con 15 dias de induccion a
DMI (tabla 2) es el estedrico, el cual disminuye en un 55%, resultado de gran interés ya que en
otros tejidos durante el desarrollar DM o la resistencia a la insulina la proporcion de este acido
graso tiende a incrementar, lo que implica que el metabolismo de los lipidos en la médula 6sea
tiene mecanismos inherentes y muy particulares de este tejido. Uno de los mecanismos implicados
en la disminucién del dcido estedrico e incremento del oleico (60%) en MO posiblemente es el
incremento en la actividad de la desaturasa 9 (convierte el 4cido estedrico al oleico), generalmente
disminuida en el tejido de individuos diabéticos, en médula 6sea con la finalidad de prevenir dafios
a este tejido el cual tiene una importancia fundamental en la homeostasis del organismo en general

(Avendano B, 2019; Escutia J, 2019).

Es importante sefialar que otro de los acidos grasos que tuvo cambios significativos en ratas
con 15 dias de induccion a DT1 es el linoleico el cual tuvo un incremento de 13 veces su valor (1.3
% a 17 %) (Tabla 2; fig 13) comparado con el tiempo cero de induccion, este resultado es muy
interesante, ya que este acidos grasos (ag) perteneciente a la serie de los omega 6 (0-6) es
considerado como uno de los ag esenciales lo que implica que el organismo no puede sintetizarlo,
con lo cual se adquiere a través de la dieta y a la vez es un acido grasos muy importante para
mantener la salud del organismo (Tomislav M, 2015). Trabajos realizados en hombres que
expresan fenotipos de lipoproteinas aterogénicas se ha observado que el incremento del ag linoleico
es derivado de su inclusiéon o la de compuestos ricos en acidos grasos insaturados en la dieta
(Wilkinson P, 2005; Zaman M, 2009). Lo anterior resulta notable ya que en los dos grupos
experimentales que se desarrollaron en este proyecto la dieta es la misma, lo que indica que
probablemente se trate de un mecanismo desconocido en el tejido adiposo de la MO en condiciones
relacionadas con DM1 y probablemente bajo otras situaciones estresantes, donde el acido linoleico
se redistribuye de otras regiones del organismo a la MO, ya que por alguna razon este es requerido
en el tejido. Se sabe que el acido linoléico ademas de ser una fuente muy importante de energia es

un componente sustancial de las membranas bioldgicas y afecta la manera en que los nutrientes
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son transferidos dentro y fuera de la célula y como las células se comunican unas con otras, por lo

que podria cumplir un papel relacionado a este proceso (Morris DH, 2007).

En la misma tabla dos se puede observar que a los 30 dias con DM1, que los acidos grasos
que sufrieron cambios previos tienden a regresar a concentraciones normales; por ejemplo, el dcido
palmitico a los 15 dias disminuye 30%, aumentando un 23% a los 30 o el 4cido estearico que
disminuye 55% a los 15 dias pero vuelve a aumentar 22% a los 30 dias. Fenémeno que se puede
explicar como un mecanismo de defensa donde el organismo modifica su regulacion metabodlica
ante los cambios ocasionados por la progresion de la patologia, mecanismo este muy parecido al
que papel que tienen las células T reguladoras para mantener la homeostasis tisular, el cual en el
caso del tejido adiposo inhiben los procesos inflamatorios causados por enfermedades
autoinmunes; sin embargo, dicha respuesta en humanos con DM2 es suprimida progresivamente
conforme se desarrolla la condicion patologica, debido a que se inhibe la proteina
hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (HPGD), componente escencial para el correcto
funcionamiento de las células T reguladoras. (Shmidleithner L et al., 2019). Esto ultimo podria
estar relacionado con lo que sucede en la médula dsea a los 60 dias en el grupo de animales
diabéticos (tabla 2) los cuales presentan el mismo patrén, pero acentuado, de cambios en el perfil
de acidos grasos que los animales a los 15 dias de induccion; ejemplo de ello es el caso del acido
palmitico que tiende a disminuir conforme progresa la enfermedad (30% a los 15 dias y 33.22% a
los 60 dias), otro ejemplo es el del acido esteérico que disminuye 55% a los 15 y vuelve a disminuir
en un 58% a los 60 dias (Figura 11). Es logico pensar que cualquier proceso de defensa del
organismo puede ser reprimido conforme aumenta la edad en pacientes con DM1 ya que al ser una
condicion tan agresiva resulta imposible mantener la homeostasis del organismo incluso con

tratamiento con insulina. (Elfstrom P et al., 2014).
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8.2 Composicion de acidos grasos del grupo normoglicémico.

En este estudio también trabajo con ratas normoglicémicas en las cuales se busco representar tres
atapas del desarrollo natural de un organismo, un etapa inicial o juvenil a los 2 y meses de edad, y
otra de adulto joven a los 9 meses, con la finalidad de observar los posibles cambios en la
composicion de acidos grasos de la médula 6sea en el transcurso de la vida de los individuos y

tratar de explicar como funciona el microambiente de la MO conforme el organismo envejece.

En este sentido en la tabla 1 se muestra la composicion de acidos grasos de la MO, en donde
se puede observar que el porcentaje de los lipidos totales de algunos acidos grasos cambia
significativamente en funcion de la edad, empezando por el dcido palmitico, uno de los acidos
grasos saturados mas representativos, que disminuye 36% de los 2 a los 9 meses de edad lo que
refleja un comportamiento lineal negativo (Figura 8), comportamiento similar a los efectos que
genera la DM en las ratas de estudio donde disminuye. Se ha observado que en otros tejidos este
comportamiento es opuesto, por ejemplo en el tejido hepatico de ratas normoglicemicas de 1, 2, 3
y 6 meses de edad su proporcidn tiene una correlacion positiva respecto a la edad (Perusquia R
2018; Campos M, 2020; Escutia J, 2019), lo que sugiere que los cambios del perfil lipidico de la
médula 6sea durante el envejecimiento asi como en el desarrollo de la diabetes funciona de manera

especifica para este tejido.

El caso del acido esteérico al igual que el palmitico disminuye 49% de los 2 a los 9 meses
de edad, tanto en el envejecimiento como en la diabetes, mientras que el acido 6leico aumenta de
linealmente conforme aumenta la edad (Figura 12 y 11), lo que implica que puede ser atribuido a

la actividad de la delta 9 desaturasa en la conversidon de acido estearico a oleico.

En el caso del 4cido linoléico (figura 13), pese a ser un acido graso esencial, se puede
observar un comportamiento similar a los efectos de la DM1 en animales normoglicemicos
envejecidos ya que este acido graso aumenta de forma progresiva conforme aumenta la edad. Sin
embargo, estd documentado que en el envejecimiento este efecto puede derivar de un especial
mecanismo que ocurre en el tejido de la médula 6sea en el cual la acumulacion de gotas lipidicas
tanto en las células del linaje de los osteoblastos y los adipocitos generan la expansion del tejido
adiposo asociado a fendmenos como la vejes. El aumento de este acido graso puede derivar del

aumento de la acumulacion de lipidos en la médula 6sea que progresa mientras aumenta la edad,
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en este caso el tamafio de los depodsitos de reserva disminuye mientras que los lipidos se

redistribuyen a los musculos, la médula 6sea y otros tejidos (Rendina y Rosen, 2019).

Algo interesante es que a diferencia de los grupos diabéticos, podemos ver que los cambios
en el perfil de los acidos grasos es lineal en aquellos donde hay diferencias significativas es decir
que no hay un estadio que presente comportamientos oscilatorios que comprendan una etapa de
regulacion o compensacion metabodlica, aunque no se puede descartar la posibilidad de que algo
similar pase en alguna etapa del envejecimiento ya que nuestros resultados necesitarian abarcar

mas edades entre los 2 y 9 meses de edad para asegurar que dicho comportamiento es lineal.

8.3 Envejecimiento contra DM1

A lo largo de este analisis se pueden apreciar ciertas similitudes y diferencias entre el desarrollo de
la DM1 vy el envejecimiento; al comparar estos datos estadisticamente se pueden rescatar cosas
muy interesantes, por ejemplo en la tabla 4 se presenta la comparacion entre la composicion de
acidos grasos del grupo normoglicémico de 3 meses de edad contra el grupo diabético de 30 dias
con DM1, se puede observar que en el grupo diabético los acidos grasos mas representativos se
ven mas afectados a la misma edad, lo que sugiere que la diabetes esta acelerando los cambios en
la composicion de acidos grasos que el organismo puede generar normalmente conforme su edad
aumenta. Para apoyar esta idea, en la tabla 3 al comparar el grupo normoglicémico de 9 meses de
edad contra el grupo diabético de 60 dias con DM, se puede observar que practicamente no hay
diferencias significativas entre los acidos grasos mas representativos lo que implica que la diabétes
puede generar los mismos cambios en la composicion de acidos grasos a una edad mucho mas corta

que lo que pudiera ser natural en una rata normoglicémica de 9 meses de edad.

La diabetes es considerada una patologia cronica que acelera los procesos naturales del
envejecimiento. Uno de los casos mas representativos del envejecimiento acelerado por la diabetes
tipo 2 es el del tejido cerebral donde los efectos negativos de la patologia sobre el tejido nervioso
incrementan hasta un 26% conforme incrementa el periodo de exposicién a la hiperglicemia, con
un patréon neurodegenerativo parecido al encontrado en individuos con envejecimiento natural,
incluso existe la posibilidad de que al momento del diagnéstico de esta patologia el tejido nervioso
central ya presente dafios irreversibles (Antal B et al 2022). Por otro lado, el envejecimiento renal,

que naturalmente comprende cambios progresivos en su estructura y funcién, aun no
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comprendidos, se ven potenciados cuando el individuo padece DM, todo ello asociado a multiples
factores como la acumulacion de productos finales de glicacién avanzada, hipertension, estrés

oxidativo e inflamacion (Yamazaki T et al., 2021).

Pese a que el envejecimiento y la DM1 generan cambios similares en el perfil de acidos
grasos de la MO y que incluso la DM1 pareciera acelerar estos cambios, esto no implica que los
cambios se generen de la misma forma ya que cada condicién comprende mecanismos diferentes.
Se sabe que el envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo, caracterizado por una
disminucion relativa de la respuesta homeostatica, algunos cambios que se presentan en el tejido
adiposo a partir de este fendmeno son: la disminucion de la lip6lisis basal, los efectos lipoliticos
del glucagdn y la noradrenalina, la velocidad de conversion de la glucosa a triglicéridos, fluidez
membranal y el efecto de la insulina sobre el metabolismo de la glucosa (Holm G et al., 1975). Por
otro lado, la diabetes se caracteriza por la hiperglicemia derivada de problemas en la secrecion o
accion de la insulina, lo cual tiene efectos en el metabolismo de los lipidos que se expresan de
diferentes maneras en los distintos tejidos, por ejemplo la dependencia de las células cardiacas a
los acidos grasos como fuente de ATP por una deficiente absorcion de glucosa, incremento de la
aterogénesis por lipoproteinas, cambios en la fluidez membranal por formacion de radicales libres
debido a la mayor oxidacién de LDL, tanto en los adipocitos como en las células del tejido de
médula dsea, la apoptosis acelerada o las vias de sefalizacion bloqueadas (Jin et al 2010; Fujimiya
etal 2012; Orlandi et @,/ 2019; Ritchie H et al., 2017; Villalta et al., 2017). Derivado de lo anterior
se cree que el metabolismo de acidos grasos en la médula 6sea puede racionar de esta forma ante

cualquier situacion estresante.
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8.4 indice de fluidez

La estructura y la organizacion de las membranas celulares, asi como sus propiedades, estan
condicionadas fundamentalmente por los lipidos por lo que una alteracion en el metabolismo de
estas moléculas puede ocasionar alteraciones en las funciones que realizan estas estructuras, entre
las que se encuentran: la creacién y mantenimiento de gradientes idnicos, la transmision y
recepcion de informacion, la produccion de ATP. Ademads de lo anterior se debe recordar que los
lipidos poseen enzimas asociadas que realizan numerosas actividades metabdlicas (Edidin, 2003).
El indice de fluidez es un parametro de la relacion de 4cidos grasos insaturados sobre saturados
que permite conocer el estado de fluidez de las membranas (Pérez et al., 2010). Como se puede
observar en la figura 4 el indice de fluidez en el grupo normoglicémico refleja un patrén de
incremento en funcion de la edad, lo que significa una mayor fluidez membranal, se sabe que la
proporcion de acidos grasos saturados incrementa en la mayoria de los tejidos derivado del
envejecimiento, lo cual no parece estar ocurriendo en médula 6sea, lo que la vuelve un tejido muy
interésate. En estudios realizados en eritrocitos normales de ovejas de diferentes edades se observd
que la relacion fosfatidilserina/esfingomielina dismiye mientras se incrementa la concentracion de
acido estearico y palmitico sugiriendo un aumento de la rigidez de la membrana (Marin y Llanillo.,
1990). Es posible que el indice de fluidez de las membranas de la médula 6sea aumente en respuesta
a las demandas locales de reparacion celular del hueso y el tejido hematopoyético, ya que este
indice tiende a incrementar en el tejido adiposo de la médula 6sea en mujeres con fractura de hueso
en las que se ha encontrado un perfil de acidos grasos en el que el 4cido graso estedrico disminuye
mientras que el dcido oleico aumenta (Pino y Rodriguez, 2017). Esto se puede relacionar con la
demanda energética que necesita la médula 6sea en respuesta al estrés, donde hay un marcado
aumento en la utilizacién de glucosa por una gama completa de elementos hematopoyéticos; sin
embargo, debido a que los 4cidos grasos tienen mas energia almacenada por mol que la glucosa, la
oxidacion de estas moléculas como fuente de ATP es particularmente relevante durante los

procesos de diferenciacion celular (Guntur et al., 2018).

Sin lugar a dudas el metabolismo de lipidos dentro de la MO esta respondiendo a los efectos
de la DMI1 y el envejecimiento, reflejando actividad relacionada con funciones que aun no
conocemos bien. Posiblemente el incremento de la fluidez de las membranas en tejido, derivado
del aumento en la concentracién de los &cidos grasos insaturados, derive del incremento de la

condicion estresante tanto en la diabetes como en el envejecimiento, lo que se puede corroborar
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con los datos obtenidos por Avendafio (2019) donde se observa que el indice de fluidez de las
membranas mitocondriales del cerebro a los 3 a los 6 meses de edad aumenta explicandose esté
fenomeno por una mayor demanda de productos de la respiracion celular, es posible que en MO
ocurra algo similar, ya que es logico pensar que la hematopoyesis es el principal mecanismo que
requiere un aumento del metabolismo celular y por tanto un incremento en la fluidez de las
membranas en este tejido; sin embargo no se debe dejar de tener presente que en dicho tejido
también desarrolla otras funciones como adipogénesis, la lipogénesis y la osteogénesis (95% de la

matriz osea) los cuales requieren de adecuaciones en las membranas para su buen funcionamiento.

En todo caso es claro que hay mucho por investigar sobre la médula 6sea, desde su funcion
bioquimica y fisiologica, no solo respecto al metabolismo de lipidos sino en todos los estratos,
tanto en condiciones normales como en alteraciones derivadas de patologias ya que es uno de los
tejidos que cumple con muchas funciones vitales y es de gran importancia con un gran potencial

en la investigacion biomédica y bioquimica.
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8. 5 Observaciones finales:

e La composicion de acidos grasos de la médula dsea presenta alteraciones derivadas del
envejecimiento

e Los cambios de la composicion de 4cidos grasos de la medula dsea es diferente en animales
diabéticos respecto a los animales normoglicemicos, lo que sugiere que existe una
alteracion en el metabolismo de los lipidos derivada de esta patologia.

e Elindice de fluidez (I/S) aumenta en la médula 6sea en funcién de la edad, tanto en las ratas
normales como en ratas diabéticas, pero la diabetes parece acelerar el incremento en dicho
indice de fluidez.

e A diferencia de otros tejidos, en médula 6sea, tanto el envejecimiento como la diabetes, se

inducen una mayor sintesis o acumulacion de acidos grasos insaturados.

9. Conclusion:

El metabolismo de &cidos grasos de la médula dsea, al ser sometido a condiciones estresantes como

las derivadas de la hiperglicemia, sufre alteraciones parecidas a la respuesta al envejecimiento.
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11. Apéndice

Comparaciones complementarias a la investigacion A.

Tabla 5: Composicion de acidos grasos de médula dsea de ratas control de 3 meses de edad

contra ratas control de 9 meses de edad.

3 meses 9 meses

Laurico . 0.12 +0.12 0.13 +0.01
Miristico . 1.14 +0.49 1.28 +0.09
Pentadecanoico - 0.63 +0.29 0.44 +0.05
Palmitico . 28.08 +8.77* 23.87 +0.71*
Palmitoleico . 3.97 +8.21 2.40 +0.35
Heptadecanoico B 1.00 +0.48* 0.44 +0.01*
Estearico . 21.25 +7.57* 12.99 +1.33"
Oleico . 21.40 +1.34* 29.44 +1.66"
linoleico . 10.61 +5.09* 17.65 +0.38"
Araquidico o 0.90 +0.98 0.63 +0.50
Eicosaenoico . 1.78 +1.82 0.66 +0.13
Araquidonico . 3.34 +2.28 4.26 +1.41%
Lignocerico . 0.59 +0.29* 0.38 +0.12*
DHA o 0.56 +0.21* 0.67 +0.30"
NI 4.10 +2.33 3.96

1/s 0.76 1.32

S 53.71 40.16

| 41.10 55.08

NI: No identificados, | » : Insaturados; S . : Saturados. n=4y p<0.05

Este analisis nos permite conocer las diferencias entre el grupo control de 3 meses de edad contra
el control de 9 meses de edad, las cuales son significativas y nos permiten reconocer la diferencia

entre estos grupos en el indice de 4cidos grasos insaturados sobre saturados.
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