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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es el trastorno metabodlico de mayor crecimiento en el mundo, se ha
convertido en una de las principales causas de enfermedad y muerte. La diabetes mellitus tipo
2 (DM2) es un padecimiento progresivo en el que el control glucémico tiende a empeorar con el
paso del tiempo, debido a la falta de accién de la insulina, ya sea por defectos en su sintesis,
modificaciones del receptor, o alteraciones en los mecanismos intracelulares de accion de esta
hormona. La DM2 es responsable del 90 a 95% de los casos clinicos en el mundo, cuyas
complicaciones cronicas, microvasculares y macrovasculares provocan elevados costes socio-
sanitarios y la pérdida de la calidad de vida de los pacientes y de sus familiares. Por los
supuestos efectos benéficos de los acidos grasos omega 3 (AGw3), se han visto como una
opcion complementaria y eficaz para el tratamiento en contra de la diabetes y las dislipidemias
junto con estatinas, sin embargo, no se tienen aun resultados concluyentes de dichos efectos y
menos aun de los mecanismos de accién. Las mitocondrias tienen un papel central en el
metabolismo de las células y se conoce que con el desarrollo de la diabetes se generan
diferentes alteraciones morfologicas y funcionales en ellas. Los cambios fisicoquimicos de las
membranas, de cualquier tejido, estan directamente correlacionados con la composicion de los
acidos grasos vy la fluidez de la membrana, por lo que se decidié analizar el efecto de los
(AGw3) sobre la fluidez y la respiracion de mitocondrias del higado de ratas con Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM2). Se indujo diabetes a ratas Wistar macho de 48 horas de edad con
estreptozotocina. Se suministraron AGw3 (125 mg/kg) por 1, 3 o 7 dias a la semana, a ratas
diabéticas y normoglucémicas. Se sacrificaron a 1, 3 y 6 meses de edad, se obtuvieron
mitocondrias del higado para el registro de la actividad mitocondrial mediante oximetria y se
obtuvo el Control Respiratorio (CR). La fluidez membranal, se midié con el monitor fluorescente
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), para obtener las caracteristicas termotrépicas, se calcularon
las Energias de Activacion (Ea) y por ultimo se analiz6 el perfil proteico de mitocondrias por
electroforesis con gel de poliacrilamida y los geles, por densitometria. Se observdé una
disposicién a disminuir el CR con el aumento de la edad, comportamiento que se ve mas
marcado para los grupos diabéticos. Para los grupos de 3 meses de edad los datos son
heterogéneos en el CR tanto para las ratas normoglucémicas como en las ratas diabéticas. En
los grupos de 6 meses de edad para las ratas control, entre mayor fue la frecuencia de
administracion de &cidos grasos omega 3, menor es el control respiratorio. En ratas inducidas a
diabetes, cualquier administracion de &cidos grasos omega 3 las ayuda a normalizar el control
respiratorio. Para los animales de 1 mes de edad la Energia de activacion (Ea) sugiere cambios

importantes en las membranas durante el desarrollo de la diabetes, siendo esta mas fluida.
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Para los grupos de 3 meses de edad las diferentes dosificaciones de AGw3 provocan
condiciones similares a las del grupo control en ratas diabéticas; sin embargo, en las ratas
normoglucémicas los AGw3 provocan una menor fluidez parecida al grupo diabético. El analisis
electroforético de los grupos diabéticos de 3 y 6 meses con AGw3, muestra que son similares al
grupo control. Las ratas diabéticas de 1, 3 y 6 meses presentaron cambios, particularmente, en
la expresion de la proteina de 165 kDa.

En conclusion, los resultados indican que la administracion de los AGw3 puede llevar a
la normalizacion de las propiedades fisicoquimicas de las membranas, alterando con ello la
actividad mitocondrial, lo que aparentemente puede favorecer el control de dafios causado por
la patologia, sin embargo, para los grupos normoglucémicos el comportamiento es contrario, ya

gue parece favorecer el desarrollo de diabetes.



1. ABSTRACT

The diabetes mellitus is the metabolic disorder of major growth in the world, turning into
one of the principal reasons of disease and death. The Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a
progressive disease where the glycemic control tends to deteriorate with the passage of time,
due to the lack of action of the insulin, defects in his synthesis, because of modifications of the
receptor, or alterations in the intracellular mechanisms of action of this hormone. The DM2 is
responsible for 90 to 95 % of the clinical cases in the world, where the chronic complications,
microvascular and macrovascular, leads to high sanitary costs and the loss of the quality of life
of the patients and their relatives. Because of the supposed beneficial effects of the omega 3
fatty acids (FAw3), they are considered as a complementary option for the treatment of diabetes,
as well as for dyslipidemias together with statins; however, there are not concluding results
about their effects and even less about their mechanisms of action. The mitochondria have a
central role in cell metabolism and it is known that during diabetes development, several
morphological and functional alterations are produced on them. It has been seen that the
physicochemical changes in any kind of membrane, is directly related with the fatty acids
composition and also related with the membrane fluidity, which is why the reason because the
effect of the FAw3 on the fluidity and mitochondrial respiration of liver mitochondria in DM2 was
analyzed. Diabetes was induced in 48 hours-old male Wistar rats with streptozotocin. The FAw3
were administered (at doses of 125 mg/kg) for 1, 3 or 7 days per week for 2 and 5 months, to
diabetic and normoglycaemic rats. The rats were killed at 1, 3 or 6 months-old, liver
mitochondria were obtained for measurements of mitochondrial activity by oxymetry for obtaining
the respiratory control (RC). The membrane fluidity was measured with the fluorescent monitor
1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) for obtaining thermotropic characteristics calculating the
Activation energies (Ea) and finally the SDS- PAGE electrophoretic protein profile was
analyzed; the gels were analyzed by densitometry . It was observed that the RC decreases as
the age increases, tendency that was more prominent in the diabetic groups. In the 3 months-old
group of rats the results of the RC are heterogeneous in normoglycemic and diabetic rats. In the
6 months-old control group of rats, the higher the frequency of omega 3 fatty acids supply, the
lower the respiratory control. In rats induced to diabetes, any supply of omega 3 fatty acids helps
to normalize the respiratory control. In 1 month-old animals the Ea suggest important changes in
the membranes during the diabetes development, making them more fluids. It was not observed
a unique tendency in the activation energies in the gel and liquid-crystal phases related with the
age of the rats. In the 3 months-old groups, the different FAw3 doses drives to normal condition

to diabetic rats, but the FAw3 induce in the normal rats a lower fluidity similar to the diabetic
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group. The proteic expression in diabetic groups, both in 3 and 6 months-old animals, there is a

tendency to shown normal densitometric scores, close to normal group.

In conclusion the results indicate that the FAw3 supply can drive to normalization of the
physicochemical properties of the membranes, altering the mitochondrial activity, which
apparently may participate in the control of damages produced by the pathology; however, in the
normoglycemic groups the results are different because it seems to stimulate the development

of diabetes.
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2. INTRODUCCION

2.1. Diabetes mellitus
Actualmente a escala mundial se estima que los casos de diabetes mellitus (DM) son
cercanos a 425millones, cifra que se prevé para el 2045 aumentara a 693 millones, mientras
gue otros 352 millones de personas con alteracidon de tolerancia a la glucosa corren un alto

riesgo de generar diabetes (IDF, 2017).

La DM es un sindrome crénico de causas multiples que representa un grupo de
enfermedades metabdlicas que se caracterizan por hiperglucemia resultante de defectos en la
secrecién y/o la accién de la insulina. La hiperglucemia crénica de la diabetes se asocia con
dafio a largo plazo, disfuncion y falla de diferentes érganos, especialmente los ojos, los rifiones,
los nervios, el corazén y los vasos sanguineos; ademas, ocurren alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas. Se sabe que la DM comprende un grupo heterogéneo de
enfermedades y que los diversos tipos de diabetes tienen causas distintas, aunque sus efectos
patolégicos son similares. Distinguir sus distintas variedades, ayuda a una mejor comprensiéon
de la DM (Harris, 2003; Lyra et al., 2009).

Uno de los elementos principales para la investigacion y para guiar la conducta
terapéutica y diagndstica ante esta enfermedad, es una clasificacion apropiada, de acuerdo con
la American Diabetes Associaton (ADA, 2011) quienes propusieron cambios en la clasificacion
de la National Diabetes Data Group y la OMS (NDDG, 1979; OMS, 1980), se identifican 2 tipos
principales de diabetes, que son los que mas se presentan: la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dentro de esta clasificacion, pero con menor frecuencia, también
se encuentra la diabetes mellitus gestacional (DG) y otros tipos especificos de diabetes como la
diabetes monogénica que es resultado de una mutacion genética en un solo gen autosémico
dominante a la vez, y la diabetes secundaria que surge como complicaciones de otras

enfermedades o por el uso de algunos medicamentos (Harris, 2003; ADA, 2017).

2.1.1 Diabetes gestacional

Este tipo de diabetes se ha definido como toda alteracion del metabolismo de los
carbohidratos, de severidad variable, que se reconoce durante el embarazo. La DG no sélo es
un trastorno de la homeostasis de la glucosa, sino también un desorden de otras moléculas que
también dependen de la insulina; se asocia con un desarrollo fetal anormal, conocido como
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macrosomia (excesivo crecimiento fetal) y mortalidad perinatal; también se incrementa el riesgo
de traumas en el parto y en la madre provoca un mayor riesgo de desarrollar DM2 después del
embarazo (Harris, 2003; Lang y Marquez, 2009; ADA, 2011).

2.1.2 Diabetes mellitus tipo 1

La DM1, también conocida como diabetes mellitus insulinodependiente, es una
condicion cronica de deficiencia de insulina resultado de la destruccion autoinmune de las
células B pancreaticas, con desaparicion casi completa de la secrecion de insulina. En este tipo
de diabetes los factores genéticos y ambientales, como infecciones virales, toxinas o algunos
factores dietéticos juegan un papel muy importante como desencadenantes. La enfermedad se
caracteriza por el comienzo repentino de sintomas intensos, la necesidad de administrar
insulina exégena y la tendencia a la cetosis incluso en estado basal, todo ello producido por la
deficiencia absoluta de insulina. Una de las complicaciones microvasculares es la nefropatia.
Los pacientes con DM1 y nefropatia diabética, tienen incrementado el riesgo de morbilidad y
padecimiento cardiovascular. Se distinguen dos subclases, una variedad autoinmunitaria y otra
idiopética. Su incidencia se encuentra en aumento en todo el mundo, sin embargo, la DM2 es la
que se representa en la mayoria de los casos de diabetes (Pugliese, 2003; Lang y Méarquez,
2009; IDF, 2015).

2.1.3 Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 es un complejo trastorno endocrino y metabdlico en el que la interaccion entre
factores genéticos y ambientales genera una patologia heterogénea y progresiva con grados
variables de resistencia a la insulina, disfuncién de células B pancreaticas y células a, asi como
otras alteraciones endocrinas. Las deficiencias de las células B del pancreas son el resultado de
una combinacién de insuficiencia parcial, una respuesta secretoria inadecuada de insulina, y
resistencia a la accion de la insulina. La DM2 se caracteriza por un inicio insidioso, lento y en
donde no siempre se requiere el uso de insulina para su tratamiento (Lyra et al., 2009; ADA,
2011; Tahrani et al., 2016).

En las fases tempranas de la DM2 inducida por resistencia, es caracteristica una
excesiva produccion de insulina; inicialmente la resistencia insulinica es compensada por el
pancreas que secreta mas insulina, manteniendo las concentraciones de glucosa adecuadas.
Conforme el sindrome avanza las concentraciones de insulina puede disminuir ya que la

capacidad de secrecion pancredtica va disminuyendo, conduciendo a estados progresivos de
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hiperglucemia. A partir de alli, la propia hiperglucemia, a través del fenémeno de glucotoxicidad,
ejerce efectos dafinos, perjudicando tanto la funcién secretora de la célula beta como la
captacion periférica de glucosa (Amos et al., 1997; Rull et al., 2009). La hiperglucemia es la
caracteristica bioquimica fundamental de la DM2, causa estrés oxidativo y nitrosativo, activacion
de las vias inflamatorias y la disfunciébn endotelial, ademas de precipitar las complicaciones
microvasculares y contribuir a la enfermedad macrovascular, que son las principales causas de
morbilidad y mortalidad (Tahrani et al., 2016).

2.2. Insulina

La insulina es la principal hormona polipeptidica anabdlica que regula la homeostasis de
la glucosa; es sintetizada y secretada a la circulaciéon por las células B del pancreas en
respuesta a las concentraciones crecientes de glucosa en la sangre. Las células B de los islotes
pancreaticos de Langerhans constituyen del 65 al 80% de todas las células del islote. La
biosintesis y el procesamiento de la molécula de insulina en la via secretoria de la célula es un
proceso altamente regulado y dinAmico. Es secretada a una variedad de estimulos, incluidos la
glucosa, amino &cidos, Péptido similar al glucagon 1 (GLP-1) y drogas como lo son las
sulfuronilureas (Matthews, 2010; Beltowski et al., 2018).

La insulina en el higado, estimula la glucocinasa, fosfofructocinasa | y la piruvatocinasa,
por lo que aumenta la glucodlisis y estimula la conversién de glucosa a glucégeno. En los
musculos esqueléticos, la insulina estimula la captacion de glucosa y el almacenamiento de
glucogeno. En el tejido adiposo la glucosa se metaboliza parcialmente en la formacion de los
acidos grasos para almacenarse en los triglicéridos. En ayuno la glucosa se libera de las
reservas hepaticas de glucdégeno mediante la glucogendlisis, que es estimulada por el glucagén
producido por las células a de los islotes pancreéticos. Posteriormente, si el ayuno es
prolongado, las reservas de glucégeno se agotan y la administracion adicional de glucosa se
satisface con la gluconeogénesis a partir de sustratos como lactato, glicerol y aminoacidos. En
los periodos entre comidas y en ayunas, la secrecion de insulina inhibe la glucogendlisis y
gluconeogénesis en el higado, asi como también suprime la descomposicion de triglicéridos en
el higado y tejido adiposo. La falta de secreciéon de insulina o el deterioro en la accion de ésta
agrupa un numero de factores de riesgo como, trastornos metabdlicos caracteristicos de la
diabetes mellitus y problemas cardiovasculares, entre ellos, obesidad (particularmente obesidad

central) dislipidemia, e hipertension (German, 2003; Beftowski et al., 2018).



Simoneau y Kelley (1997) sugirieron que una alteracion de la capacidad oxidativa
mitocondrial y la capacidad glucolitica pudiera ser un componente importante en el desarrollo de
resistencia a la insulina; ya que encontraron que en la relacion entre las actividades de
hexocinasa y citrato sintasa se presenta una fuerte correlacién con la sensibilidad a la insulina,
a partir de estas observaciones, surgi6 el interés por ver si existe algun tipo de relacion entre la
morfologia y el metabolismo mitocondrial ya que se cree que una disfuncion mitocondrial (tanto
primaria o secundaria a otras iniciales) pudiera ser un elemento central en la fisiopatologia de la

obesidad y/o de la diabetes (Zorzano et al., 2004).

Por lo que se ha visto, la insulina juega un papel esencial en el mantenimiento de la
concentracion de glucosa en sangre dentro del rango normal, al unirse a receptores especificos
presentes en las superficies celulares, lo que sirve de sefial para la captacién de nutrimientos, el
almacenamiento de energia y el crecimiento. La glucosa es considerada como el sustrato mas
importante, por lo que tiene una influencia significativa y un efecto totalmente dependiente de la
concentracion. En la patologia de la diabetes la hiperglucemia representa un problema clinico
ya que la glucosa tiene un gran efecto osmético y puede deshidratar a la célula en un periodo
relativamente corto, y en un periodo mas largo, su interaccién con las proteinas y la glicacion
irreversible de estas, aumenta la susceptibilidad de problemas macro y micro vasculares
(German, 2003; Matthews, 2010; Beltowski et al., 2018).

2.3. Diabetes mellitus tipo 2: un problema socioecondémico

La diabetes tipo 2 corresponde a la mayoria de los casos de diabetes en el mundo
siendo la responsable del 90% a 95% de los casos clinicos (Lyra et al., 2009). Antes esta
patologia era considerada propia de personas de mediana edad a partir de los 40 afios, y
ancianos, pero ahora se esta detectando en grupos mas joévenes, de adolescentes y nifios;
especialmente en las poblaciones con obesidad y sobrepeso (OMS/FAO, 2003). De acuerdo
con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y
México, son los paises con mayor nimero de diabéticos (IDF, 2015). La importancia de la
diabetes como problema de salud esta determinada por el desarrollo y progresion de sus
complicaciones crénicas, microvasculares y macrovasculares, que afectan la calidad de vida del
diabético y provocan altas tasas de morbilidad, mortalidad y elevados costes socio-sanitarios.
Estas complicaciones afectan principalmente el aparato vascular y origina cifras excesivas de
arteriopatia coronaria, nefropatia e insuficiencia renal, cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca, retinopatia y ceguera, enfermedad vascular periférica, neuropatias y amputaciones
(Bennett, 2003; OMS, 2016; Bettowski et a.l, 2018).



El tratamiento de la DM2 tiene como objetivo principal alcanzar concentraciones
normales (o casi normales) de glucosa en sangre, para lo cual existen varias estrategias como
los cambios en el estilo de vida, incluida la dieta, la pérdida de peso y la actividad fisica. Debido
a la naturaleza progresiva de la DM2 y la dificultad en el mantenimiento de los cambios en el
estilo de vida a largo plazo, la mayoria de los pacientes también requieren terapias orales,
siendo la metformina el tratamiento inicial mas utilizado en todo el mundo, eventualmente con el
progreso de la DM2 se recurre a tratamientos inyectables, como las inyecciones de insulina.
Para el tratamiento de la DM2 actualmente existen distintas terapias combinadas disponibles,
como metformina, las sulfonilureas, la acarbosa, los inhibidores de dipeptidil peptidasa 1V,
agonistas del receptor del péptido 1 (GLP-1) similares al glucagén, los inhibidores del
cotransportador 2 de la glucosa, derivados de sulfonilurea y tiazolidinedionas (Tahrani et al.,
2016; Bettowski et a.l, 2018).

En el 2017 los costos sanitarios dedicados al tratamiento de la diabetes y sus
complicaciones alcanzaron los 727 mil millones de délares del gasto mundial en atencion
sanitaria, por lo que a pesar de la carga econémica que esta presupone, el financiamiento para
su prevencién sigue siendo inexplicablemente insuficiente; y la diabetes crece con mayor

rapidez en las ciudades de paises de ingresos bajos y medios (IDF, 2017).

Para México la diabetes es uno de los problemas mas graves de salud publica ya que
cerca del 10% de la poblacion la padece y es de las primeras siete causas de muerte con un
15% de los decesos totales, convirtiendo la falla en su control en una carga econémica de
grandes dimensiones para el sistema nacional de salud y por lo tanto para el pais. En el
continente americano, México tiene la mayor contribucién a la mortalidad por diabetes y una de
las tasas de mortalidad mas altas del mundo (Fundacién Midete, 2016; OMS, 2016; INEGI,
2017).

Existen suplementos para diabéticos a base de aceite de pescado que estan
ampliamente disponibles y son comunmente utilizados por los consumidores, al igual que
medicamentos, los cuales estan suplementados con acidos grasos omega-3 de cadena larga
aprobados por la FDA (Administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos) y que
pueden obtenerse solo con receta médica, ya que han suscitado un gran interés como una de
las estrategias propuestas para reducir la morbilidad y la mortalidad que traen consigo las
complicaciones de la diabetes. El interés por estos acidos grasos surgié después de que

Dyerberg (1986) observara que el consumo de pescados de carne azul disminuye la incidencia
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de cardiopatia isquémica (Nasiff-Hadad y Merifio-lbarra, 2003; Tajuddin et al., 2016). En la
seccién de acidos grasos poliinsaturados (AGPI): Acidos grasos Omega 3 (AGw3), se hablara
de los cambios producidos por estos en el metabolismo lipidico y glucidico y en las funciones de

las membranas celulares.

2.4. Higado y su importancia metabdlica

El higado es un oOrgano importante, encargado de numerosas funciones orgénicas.
Algunas de ellas son: almacenamiento de varios nutrientes, como las vitaminas A, D, B-9y B12,
asi como, el almacenamiento del hierro y su participacién en la incorporacién del hierro al grupo
hemo; sintetiza varias proteinas esenciales tales como los factores de coagulacién y los
factores inmunitarios; también es crucial para la eliminacion de sustancia nocivas para el
organismo, por lo que es necesario para el funcionamiento adecuado de la sangre. Sin
embargo, un papel importante del higado es el que juega en el metabolismo de la glucosa
donde en estado basal, la euglucemia se mantiene por un ciclo de retroalimentacion dinamica
entre el higado y las células beta. También participa de manera significativa en el metabolismo
de lipidos, del colesterol, de los &cidos grasos, e incluso en el sistema inmunitario (Matthews,

2010; Franciscus y Highleyman, 2012).

El higado es el centro de la sintesis de acidos grasos y la circulacién de lipidos a través
de la sintesis de lipoproteinas. Es un tejido importante para la construccion de membranas
bioldgicas, ya que los &cidos grasos sintetizados en el higado se exportan a través de la
produccion de lipoproteinas, y asi proporcionan una fuente de energia y componentes

estructurales para la construccién de membranas (Nguyen et al., 2008).

Las lesiones hepaticas afectan a casi todos los sistemas organicos, entre ellos al
digestivo, endocrino, cardiovascular e inmunitario. En la DM2 la hiperglucemia se caracteriza
por una mayor producciéon de glucosa en el higado y el rifion. En presencia de resistencia a la
insulina, la mayor produccion de glucosa por el higado contribuye a la hiperglucemia junto con
la deposicion de glucosa reducida en el masculo esquelético, el corazon y el tejido adiposo (Xia
et al., 2011).

2.5. Membranas bioldgicas

Las membranas biol6gicas son ensambles de lipidos y proteinas en donde los
componentes se mantienen juntos formando estructuras laminares, finas, flexibles vy

relativamente estables que rodean a todas las células. La mayoria de las membranas bioldgicas
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posee la misma estructura basica: una bicapa lipidica formada por fosfolipidos y proteinas que
estan insertadas, o unidas de forma indirecta; diversas proteinas y carbohidratos, se unen con
los lipidos y las proteinas. La bicapa lipidica tiene tres tipos principales de lipidos,
fosfoglicéridos, esfingolipidos y colesterol. Esta bicapa sirve sobre todo como una columna
estructural para la membrana y establece la barrera que impide los desplazamientos aleatorios
de materiales hidrosolubles hacia dentro o fuera de la célula. Por otro lado, las proteinas de la
membrana realizan la mayoria de las funciones especificas que son necesarias para la célula.
Existen dos clases de proteinas de membrana, integrales (embebidas en las membranas por los
amino&cidos hidrofébicos de la proteina situados dentro de la membrana) y periféricas
(adheridas a través de un enlace covalente con una molécula lipidica). La proporcién entre
lipidos y proteinas en la membrana varia, segun el tipo de membrana celular, el tipo de
organismo Yy el tipo de célula, estas diferencias pueden relacionarse con las funciones basicas

de estas membranas (Mckee y Mckee, 2009; Karp, 2013).

Las membranas son estructuras vitales para la vida de las células, estas protegen a la
célula del entorno exterior, forman los limites entre diferentes compartimientos donde tienen
lugar procesos particulares como el metabolismo y la sefializacion celular. Ademas de
proporcionar un andamio pasivo para receptores y otras proteinas, los lipidos de membrana
también pueden jugar un papel activo contribuyendo a la transduccién de sefiales (como la
sefial de apoptosis por la pérdida de la asimetria de la membrana caracterizada por la aparicion
de fosfatidilserina en la superficie extracelular de la membrana plasmatica de mamiferos). No
sélo las especies de lipidos individuales estan involucradas en la sefalizacion, ademas las
propiedades fisicas de la membrana como el grosor de la bicapa o la presion lateral también
pueden afectar y, por lo tanto, regular la funcién de las proteinas de membrana (Stockl y
Herman, 2010).

2.6. Acidos grasos y las membranas biolégicas

Los lipidos de una membrana son mas que simples elementos estructurales, ya que
pueden tener efectos importantes en las propiedades bioldgicas de una membrana. La
composicion lipidica determina el estado fisico de la membrana e influye en la actividad de las
proteinas particulares de la misma. Estos lipidos también aportan los precursores para los
mensajeros quimicos altamente activos que regulan la funcién celular. La mayoria de los lipidos
de la membrana contiene un grupo fosfato (fosfolipidos), casi todos los fosfolipidos de la

membrana estan formados sobre una columna de glicerol (fosfoglicéridos). Los glicéridos de la
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membrana son diglicéridos, sélo dos de los grupos hidroxilo del glicerol estan esterificados con
acidos grasos, el tercero esta esterificado con un grupo fosfato hidréfilo que tiene un grupo
adicional, casi siempre colina, etanolamina, serina o inositol. Un &cido graso de la membrana
puede estar completamente saturado (sin enlaces dobles), monoinsaturado (tiene un enlace
doble) o poliinsaturado (cuenta con méas de un enlace doble). Los fosfoglicéridos a menudo
contienen una cadena acilo insaturada y una saturada. Esta composicion le confiere a la
membrana diferentes caracteristicas en las propiedades fisicoquimicas y por lo tanto los acidos
grasos pueden afectar las funciones de las membranas celulares, por lo que el interés, en
fechas recientes, se han enfocado en los probables beneficios a la salud de dos &cidos grasos
poliinsaturados, el acido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA) (Karp,
2013).

Los acidos grasos son &cidos carboxilicos que contiene en general cadenas
hidrocarbonadas de longitudes variables (entre 12 y 20 carbonos), los &cidos grasos naturales
poseen un namero par de atomos de carbono que forman una cadena sin ramificaciones. Los
acidos grasos son moléculas muy flexibles que pueden adoptar una amplia gama de
conformaciones porque hay una rotacion relativamente libre alrededor de cada uno de los
enlaces C-C (Voet, 2006). El grupo carboxilico tiene afinidad por el agua, pero las largas
cadenas hidrocarbonadas no polares hacen a la mayoria de los acidos grasos insolubles al
agua (Mckee y Mckee, 2009).

Diversos estudios muestran que una mayor ingesta de acidos grasos insaturados (AGI)
de origen vegetal y AGPI se ha asociado a un menor riesgo de DM2 que conlleva una mejora
de la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina (Vessby et al., 2001).

Pilon (2016) menciona que el exceso de acidos grasos saturados (AGS) (obtenidos a
través de una dieta rica en grasas saturadas o a través de la conversion de azucares en grasas
saturadas a traves de la lipogénesis) conduce a membranas celulares rigidas que perjudica la
sefializacién de insulina, la absorcion de glucosa y la circulacion sanguinea, contribuyendo asi
al desarrollo de DM2. También Nguyen et al, (2008) dicen que los acidos grasos regulan la
expresion génica mediante el control de la actividad o la abundancia de factores clave de
transcripcion, que a nivel molecular juegan un papel crucial; existiendo un vinculo entre las

alteraciones en sus funciones y la aparicion de enfermedades metabdlicas importantes.



2.7. Acidos grasos poliinsaturados: acidos grasos omega 3

El &cido a-linolénico (18:3w3) y sus derivados, como el EPA (20:5 w3) y el DHA (22:6
w3), son AGw3, se describen asi porque su ultimo enlace doble se sitla a tres carbonos del
extremo metilo (CHz) de la cadena acilo (figura 1). Estos acidos grasos pertenecen a la familia
de los acidos grasos esenciales, lo cual significa que no son sintetizados por el organismo
humano y por lo tanto, tienen que ser ingeridos en la dieta. Entre las fuentes de acido a-
linolénico se incluye el aceite de linaza, de pescado, de soya y de nueces de Castilla (Nasiff-
Hadad y Merifio-Ibarra, 2003; Mckee y Mckee, 2009).

Las membranas celulares requieren AGPI para mantener su estructura, fluidez, y la
funcioén; los &cidos grasos omega-3 de cadena larga son incorporados en las membranas
celulares, por lo general en la posicion sn-2 de los fosfolipidos de la membrana, donde sirven
como sustrato de varias enzimas (Norris et al., 2007). El EPA y el DHA se encuentran en alta
concentracion en el aceite de pescado. Estos tienen cinco y seis enlaces dobles,
respectivamente, y se incorporan sobre todo en moléculas de fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilcolina (PC) de ciertas membranas, sobre todo en el cerebro y la retina (Karp, 2013).
Con frecuencia se prescriben los AGw3 en la diabetes y las dislipidemias como opcion
complementaria eficaz para el tratamiento con estatinas para la reduccion del riesgo
cardiovascular residual (Tajuddin et al., 2016). Sin embargo, este grupo de AGPI provoca
multiples cambios tanto en el metabolismo de lipidos y carbohidratos, como en las funciones de
las membranas celulares, en los mecanismos trombogénicos y en la respuesta inmune e

inflamatoria, mediante sustituciones de los acidos grasos en la membrana.

Los cambios en la membrana han hecho necesario revisar el balance beneficio-perjuicio
que los AGw3 pudieran provocar en el tratamiento contra la diabetes. Por ejemplo, se conoce
que en los pacientes diabéticos esta enfermedad se asocia frecuentemente a dislipidemias y a
un mayor riesgo de aterosclerosis (Nasiff-Hadad y Merifio-Ibarra, 2003), pero la pregunta a

resolver es si su uso en estos pacientes tendra efectos benéficos o no.
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Figura 1. Estructura de los acidos grasos omega 3 (AGw3). Modificado de:
http://www.nutracenter.org/Secretos-del-colesterol--La-importancia-de-los-acidos-grasos-
omega-3-y-omega-6-7-nutart

Después de investigaciones en donde se ha evaluado el efecto que los AGw3 producen
sobre la glucemia, en personas diabéticas y no diabéticas, se habla de probables efectos
benéficos en contra de la diabetes (Nasiff-Hadad y Merifio-lbarra, 2003) sin embargo, no se
tienen adn resultados concluyentes de dichos efectos y menos aln de los mecanismos por los
cuales podrian tener efecto. En este trabajo nos interesa investigar si los AGw3 tienen efectos
benéficos en un modelo de diabetes tipo 2 en ratas, asi como estudiar si su posible efecto esta
relacionado con modificaciones sobre las propiedades fisicoquimicas de las membranas

biol6gicas, para lo cual se utilizaran mitocondrias de higado.

2.8. Mitocondria

Las mitocondrias son organelos complejos que estan presentes en todas las células
eucariontes, excepto en los eritrocitos de la mayoria de las especies, se encuentran en el
citosol, a menudo adyacente al reticulo endoplasmico (ER). Generan la energia necesaria para
las actividades celulares, tales como la biosintesis, el transporte de iones y moléculas y el
trabajo mecanico; esta energia, proviene del ATP (adenosin trifosfato). En los mamiferos
aproximadamente el 95% del ATP se genera en las mitocondrias, dependiendo del tipo celular y
del estado metabdlico. Son el sitio de sintesis de muchas sustancias (como ciertos aminoacidos
y grupos hemo). Ademas, la mitocondria juega un papel central en algunas funciones celulares
(figura 2) incluidas la regulacion de especies reactivas de oxigeno, en la homeostasis del
calcio, y en la traduccién de sefiales, como en el proceso de apoptosis, adicional al papel mas

importante que es la produccién de energia (Liu et al., 2014; Forbes y Thorburn, 2018).
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La morfologia general de las mitocondrias es muy dindmica, ya que son capaces de
sufrir grandes cambios morfolégicos, que se mantiene a través del equilibrio entre la fusion y
fision. El papel de la dindmica mitocondrial permite la mezcla de contenido de la matriz
mitocondrial y los componentes membranosos en la poblacion mitocondrial, que protege a las
mitocondrias de la lesion funcional. La alteracion de la dindmica mitocondrial puede conducir a
una serie de enfermedades metabdlicas o contribuir a la fisiopatologia de la obesidad y de la
diabetes, también se incluyen enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares e incluso
cancer (Zorzano et al., 2004; Karp, 2013; Liu et al., 2014).

Cada célula hepética de mamifero contiene entre 1000 y 2000 mitocondrias, que ocupan
del 15 a 20% de volumen celular y contienen mas de mil proteinas diferentes (Serrano y
Gutiérrez, 2010; Karp, 2013). Se estima que un 67% de la totalidad de las proteinas
mitocondriales en el higado, se encuentran en la matriz, un 21% se encuentran en la membrana
mitocondrial interna, un 6% en la membrana externa y otro 6% en el espacio intermembranoso
(Alberts, 2002).
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+  Lipidos: colesterol, aerobica con cromosoma 24. Reloj
cardiolipinay proteucariote molecular.

fosfolipidos. anaergbico.
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Respirosoma y ATP Importancia
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\ ¥ Y e + Fosforilacion oxidativa.

Composicion + Ciclo de Krebs.
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Figura 2. Mitocondria. Funciones candnicas bioenergéticas centrales de la mitocondria. Modificado de
Tuena de GOmez y Garcia. 2015.
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2.9. Membranas mitocondriales y actividad mitocondrial

Las membranas mitocondriales son semejantes a las membranas de ciertas bacterias ya
que se caracterizan por bajos niveles de ciertos lipidos, como el &cido fosfatidico, las
esfingomielinas y los glicolipidos caracteristicos de las células eucariotas, demas presentan un
bajo porcentaje de colesterol entre el 7-11% en comparacion con la membrana celular, también
presentan un alto contenido de fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, cardiolipinas y una escasa

cantidad de fosfatidilserina (Sanchez y Arboleda, 2008)

Cada mitocondria esta limitada por un sistema de doble membrana altamente
especializadas una interna y otra externa, que separan tres espacios bien definidos y
desempefian un papel crucial en las actividades de la mitocondria: el citosol, el espacio
intermembranal y la matriz mitocondrial (figura 3). Las mitocondrias son organulos altamente
dinamicos, que se encuentran en constante movimiento (Sanchez y Arboleda, 2008; Alberts,
2002).

La membrana externa de la mitocondria es una bicapa lipidica, continua, uniforme que
rodea por completo a la mitocondria y sirve como limite externo, esta constituida por 40% de
lipidos y 60% de proteinas. Contiene numerosas copias de una proteina de transporte, llamada
porina, que forma grandes canales acuosos, llamados poros o canales aniénicos dependientes
del voltaje. También contiene una mezcla de enzimas que participan en diversas actividades
como la oxidacién de la adrenalina, la degradacion del triptéfano y la elongacion de los acidos
grasos. Es permeable a iones, metabolitos y muchos polipéptidos, y presenta un transporte
pasivo (Sanchez y Arboleda, 2008; Karp, 2013).

El espacio intermembranal (IMS), estd compuesto de un liquido similar al hialoplasma,
contiene varias enzimas que utilizan la salida de ATP de la matriz para fosforilar otros
nucleétidos, es rico en protones procedentes de la cadena respiratoria y contienen

componentes clave para la apoptosis (Sanchez y Arboleda, 2008; Mckee y Mckee, 2009)

La membrana interna esté altamente especializada. Posee 80% de proteinas y 20% de
lipidos. Entre los lipidos que contiene hay una elevada proporcién de cardiolipina, que contiene
cuatro acidos grasos que al parecer colaboran en conseguir que la membrana sea
especialmente impermeable a los iones excepto a los iones de ADP, ATP, acido piravico,
oxigeno y agua, lo que permite que los lipidos citosoélicos entren a la matriz para llevar a cabo la

B-oxidacion. Las proteinas presentes son de tres tipos: las que llevan a cabo las reacciones de
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oxidacion de la cadena respiratoria, diversas proteinas de transporte que hacen a la membrana
permeable selectivamente y un complejo enzimético llamado ATPasa, que sintetiza ATP en la
matriz. Se caracteriza por formar cierto numero de repliegues que se denominan crestas y que
incrementan el area total de la superficie interna, cuyo nimero esta relacionado a las demandas

energéticas de la célula (Alberts, 2002; Sanchez y Arboleda, 2008).

La matriz mitocondrial tiene una elevada concentracion de proteinas hidrosolubles, que
le dan una consistencia gelatinosa con una concentracion elevada de hasta 500 mg/mL de
proteinas, ademas contiene varias enzimas, ribosomas y moléculas de &cido
desoxirribonucleico (DNA). Por lo tanto, las mitocondrias cuentan con su propio material
genético y los mecanismos para producir su propio acido ribonucleico (RNA) y proteinas, que es
importante para codificar 13 polipéptidos mitocondriales, que se integran a la membrana
mitocondrial interna, también se codifican dos RNA ribosémicos y 22 RNA de transferencia, que

se utilizan para la sintesis de proteinas dentro del organelo (Karp, 2013).

Espacio intermembranal

Crestas
Ribosomas

Granulos

Membrana interna
Membrana externa

Figura 3. Componentes estructurales de la mitocondria. En azul se muestra la matriz mitocondrial
conteniendo las enzimas del ciclo de Krebs, el ADN mitocondrial, los ribosomas mitocondriales y demas
metabolitos en un medio acuoso. La membrana interna se muestra formando sinuosidades llamadas
crestas mitocondriales, y es en esta membrana donde se encuentran los complejos respiratorios y la ATP
sintasa (aumentada en el esquema superior). Las crestas aumentan la superficie membranal disponible
para sintetizar ATP. (Tuena de Gomez y Garcia. 2015).
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El consumo de oxigeno esta acoplado a la cadena de transporte de electrones y provee
de energia necesaria para la produccion de ATP. Las mitocondrias dan cuenta de
aproximadamente un 95% del oxigeno consumido; entre el 90 y el 99% dependiendo el tipo
celular y del estado metabdlico. La energia del proceso por el cual los electrones se transfieren
desde los sustratos componentes del ciclo de Krebs hasta el oxigeno, esta acoplada al
transporte vectorial de H* desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal (Boveris, et
al., 2000; Alberts, 2002).

Casi toda la energia disponible a partir de la combustién de los carbohidratos, grasas y
otros nutrientes, obtenidos de los sustratos por el NAD" y el FAD, se almacenan inicialmente en
forma de electrones de alta energia. Estos electrones, transportados por el NADH y el FADH,,
reaccionan con el oxigeno molecular a través de la cadena respiratoria. Estas reacciones se
describen como fosforilacion oxidativa, ya que, la energia que se libera de ellas es utilizada por
las enzimas de membrana interna de la mitocondria para impulsar la transformacion de ADP +
P;hasta ATP (Alberts, 2002).

La cadena respiratoria es una via unica donde los 4&tomos de hidrégeno son escindidos
en protones y electrones. Los electrones pasan a través de una serie de transportadores de
electrones de la membrana mitocondrial interna, la mayoria de los componentes de la cadena

respiratoria estan organizados en cuatro complejos (figura 4) (Alberts, 2002).

El complejo 1, o complejo deshidrogenasa de NADH, cataliza la transferencia de
electrones del NADH a la ubiquinona (UQ), que es un transportador de electrones liposolubles
movil capaz de aceptar y donar electrones, uno a la vez. El complejo deshidrogenasa de
succinato (complejo II) es un mediador en la transferencia de electrones del succinato a la UQ.
Este complejo consta de una enzima del acido citrico deshidrogenasa de succinato y de dos
ferredoxinas, donde el sitio de oxidacion del succinato se encuentra en la ferredoxina mas
grande, en este complejo se transfiere electrones de NADH citoplasmatico a la cadena. La
deshidrogenasa de acil-coA, transfiere los electrones a la UQ desde el lado de la matriz de la
membrana interna. EI complejo Il o complejo citocromo b;, transfiere electrones de la coenzima
Q reducida (UQH,) a una proteina llamada citocromo c (cyt c), que es un transportador movil de
electrones que esta unido de manera laxa a la cara externa de la membrana mitocondrial
interna. El paso de electrones a través del complejo Ill, se denomina ciclo Q, es intrincado.
Durante este ciclo Q, las moléculas de coenzima Q se difunden dentro de la membrana interna
entre los donadores de electrones de los complejos | o Il y el aceptor del complejo Il (la

ferredoxina). La UQH, dona dos electrones, uno a la vez. La oxidasa de citocromo (complejo 1V)
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es un complejo proteinico que cataliza la reduccion de cuatro electrones de O, para formar H,O.
Cuatro protones y cuatro electrones son impulsados a través del complejo IV desde la cara
externa de la membrana mitocondrial interna hasta la matriz, se forman dos moléculas de agua,
que salen del sitio. En el complejo IV hay un sitio regulador de la unién a ATP (Mckee y Mckee,
2009).

La oxidacion del NADH hace que se libere una cantidad sustancial de energia, cuando
los electrones fluyen por los complejos [; Il Y IV. Se sintetizan aproximadamente 2.5 moléculas
de ATP por cada par de electrones que se transfieren entre el NADH y el O, en la cadena de
transporte de electrones. De la transferencia de cada par donado por el FADH, que se produce
en la oxidacion del succinato resultan alrededor de 1.5 moléculas de ATP (Mckee y Mckee,
2009).

La fosforilacién oxidativa, es el proceso por el cual la energia generada a través de la
cadena transportadora de electrones se conserva mediante la fosforilacion de ADP para originar
ATP. Segun la teoria quimioosmotica, la creacion de un gradiente de protones que acompafa al
transporte electronico esta acoplada a la sintesis de ATP (Mckee y Mckee, 2009).

Una disfuncién mitocondrial pudiera ser un elemento central en la fisiopatologia de la
diabetes. Una actividad defectuosa de la cadena respiratoria implica un menor consumo de
oxigeno y una menor oxidacion de sustratos. Un defecto en la oxidacion de los lipidos
conduciria a un incremento en la deposicion de lipidos, aspecto que se ha descrito como factor

causal de la resistencia a la insulina 'y en la diabetes (Zorzano et al., 2004).
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Figura 4. Componentes de la fosforilaciéon oxidativa y complejos respiratorios. La generacion de la
corriente de electrones a lo largo de la membrana, que culmina en el consumo de oxigeno y la formacién
del agua. (Tuena de Gémez y Garcia. 2015).

2.10. Fluidez membranal

La fluidez y las propiedades funcionales de las membranas biol6gicas se logran
mediante la colaboracién completa entre lipidos y proteinas. No fue sino hasta finales de los
afios sesentas cuando surge el concepto de fluidez de membrana que incorpora los aspectos
dindmicos (por ejemplo: difusién, recambio, intercambio e interacciones moleculares) que se

presentan en, o se dan entre, los elementos constitutivos de las biomembranas (Meza, 2010)

El término fluidez describe la resistencia de los componentes de la membrana al
movimiento. El movimiento lateral rapido de las moléculas lipidicas es al parecer causal del
funcionamiento adecuado de muchas de las proteinas de la membrana. EI movimiento de los
lipidos de un lado a otro de una bicapa lipidica sélo ocurre durante la sintesis de la membrana o
en condiciones de desequilibrio de lipidos y requiere de la presencia de una proteina
mediadora, un translocador de fosfolipidos o flipasa, en el proceso llamado difusion facilitada
(Mckee y Mckee, 2009). Dependiendo de la capacidad de las moléculas de lipido para
aglomerarse, en una bicapa particular de la membrana, donde se pasa de una fase cristalina
liquida a un gel cristalino congelando el movimiento de las cadenas de &cido graso de los

fosfolipidos estd muy limitado, la temperatura a la cual ocurre este cambio se le llama
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temperatura de transicion, que a su vez depende de si los fosfolipidos tienen cadenas saturadas
o insaturadas, por la longitud de la cadena de &cido graso y por la presencia del colesterol
(Karp, 2013).

La composicibn y la organizacion de la membrana mitocondrial interna son
fundamentales para las actividades bioenergéticas de este organelo. La configuracién de la
membrana interna y la aparente fluidez de su bicapa facilitan las interacciones necesarias para
la sintesis de ATP (Karp, 2013). Es importante también para la orientacion, organizacion,
estructura y soporte mecénico de las membranas. Pérez-Hernandez et al., (2010) concluyeron
que la DM2 combinada con hipertension disminuye la fluidez membranal en fantasmas de
eritrocitos que es derivada principalmente de los cambios de los acidos grasos.

Posteriormente, Pérez-Hernandez et al, (2017) encuentran que los cambios
fisicoguimicos que se dan en la membrana mitocondrial de ratas diabéticas, como es el
aumento del cociente U/S (acidos grasos insaturados/acidos grasos saturados), que esta

relacionado con una mayor fluidez, conducen al aumento del control respiratorio.

Figueroa-Garcia et al, (2015) demuestran que los cambios fisicoquimicos de las
caracteristicas de las membranas mitocondriales de placenta se encuentran directamente
correlacionados con la composicion de los acidos grasos, observando que el aumento de la
fluidez membranal en ratas diabéticas, tiene un efecto sobre la actividad mitocondrial

disminuyéndola y en la lipoperoxidacion aumentandola.

Ganapati y Roy (2016) concluyen que los aceites de pescado ricos en omega-3 son
capaces de mejorar significativamente el metabolismo lipidico y fluidez membranal en ratones

diabéticos, con lo que apoyan los beneficios terapéuticos de los omega-3 en la DM1.
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3. JUSTIFICACION

Como ya vimos, los acidos grasos juegan un papel importante dentro de la bioenergética
de la célula de cualquier tejido, alguna alteracion que estos tengan en la estructura de las
membranas bioldgicas y en su disponibilidad, tiene efectos importantes en la funcion de la
célula, y por consecuencia, posteriormente en todo el organismo, es por esta razén que vemos
el papel crucial que juegan estas biomoléculas en el metabolismo celular y en el desarrollo de
diferentes patologias. Al ser la mitocondria el organelo mas importante para el procesamiento
energeético celular, se vio que juega un papel central dentro del organismo y que depende de su
estado metabdlico, para entender el proceso de diferentes enfermedades, como por ejemplo la
diabetes mellitus tipo 2.

El higado es el 6rgano de mayor importancia metabdlica, entre otras funciones en las
que también participa, en este trabajo nos interesa la sintesis de acidos grasos, la circulacion de
lipidos, y que es el tejido mas importante para la construccion de membranas bioldgicas, las
cuales hasta la actualidad no han sido ampliamente comprendidas, y como vimos en los
antecedentes las modificaciones que estas tienen, conducen a cambios en la actividad
mitocondrial; sin embargo, aun se desconocen los cambios que estas tienen durante una
condicion donde el metabolismo se ve alterado, como es el caso de la diabetes mellitus. Por
multiples razones, incluyendo por el alto costo, tanto econémico como en la calidad de vida de
los que padecen este sindrome, se ha hecho uso de los acidos grasos omega 3 como una
opcion complementaria para el tratamiento de la diabetes, por sus supuestos efectos benéficos,

sin embargo, dichos efectos no han sido confirmados.

Teniendo en cuenta lo anterior, vemos que es importante estudiar el efecto que tiene la
suplementaciéon en diferentes concentraciones de acidos grasos omega 3 en la fluidez, en la

actividad mitocondrial y en la protedbmica membranal de mitocondrias hepatica.
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4. HIPOTESIS

Después de ver que los acidos grasos w-3 tienen efectos benéficos en contra de la DM2,
sobre la glucemia nos interesa saber si estos en diferentes dosificaciones tienen el mismo
efecto benéfico tanto en individuos normoglucémicos como en individuos con DM2 y si este
efecto, estd relacionado con modificaciones sobre las propiedades fisicoquimicas de las
membranas bioldgicas, para lo cual utilizaremos mitocondrias de higado de ratas con DM2 y

normoglucémicas, por lo que planteamos la siguiente hipétesis.

El desarrollo de la diabetes disminuira la respiracidbn mitocondrial y la ingesta de acidos
grasos omega-3 generara cambios tanto en el metabolismo de lipidos como en la funcion de las
membranas celulares, que serdn benéficos para la respiracion mitocondrial al compensar los

efectos que la diabetes tiene al disminuir la fluidez membranal.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Analizar el efecto de los AGw3, con diferentes esquemas de dosificacion, sobre la
fluidez membranal y respiracion mitocondrial de células hepaticas de ratas inducidas a diabetes

y ratas normoglucémicas.

5.2. Particulares
Determinar el efecto de diferentes esquemas de dosificacion de AGw3 en las
propiedades fisicoquimicas de membranas de mitocondrias de higado de ratas con DM2 y

normoglucémicas y su repercusion en la actividad mitocondrial.

Evaluar si el consumo de oxigeno y el control respiratorio de mitocondrias de higado de
ratas con DM2 y normoglucémicas, es afectado con la suplementacion de diferentes esquemas
de dosificacion de AGw3 y la DM2.

Evaluar la fluidez membranal de mitocondrias de higado de ratas con DM2 vy
normoglucémicas, y con diferentes esquemas de dosificacion de AGw3, mediante el monitor

fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno.

Estudiar el patron electroforético de las proteinas mitocondriales hepaticas de ratas

tratadas con diferentes esquemas de dosificacion de AGw3 con DM2 y normoglucémicas.
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6. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigacion del laboratorio 4 de la UBIMED,
de la FES lIztacala en donde se determinaron varios otros paradmetros relacionados con el
modelo de diabetes tipo 2 que se esta utilizando. En esta Tesis se presentan aspectos
relacionados con el efecto de los acidos grasos omega-3 sobre la funcién mitocondrial medida a
través de la respiracion y el efecto que la fluidez tiene sobre esta funcién.

6.1. Disefo experimental y animales
La diabetes tipo 2 se indujo a las ratas Wistar macho de 48 horas de edad con
estreptozotocina (STZ) mediante una inyeccion intraperitoneal a una dosis de 125 mg/kg de
peso corporal, que fue disuelta en 50 uL de amortiguador de citratos pH 4.5. Las ratas control
fueron inyectadas s6lo con amortiguador de citratos.

Los acidos grasos omega-3, fueron administrados al destete (4 semanas), de aceite de
linaza a una dosis de 125 mg/kg de peso corporal, oralmente mediante una pipeta repetidora.

Se utilizaron ratas Wistar macho que se mantuvieron en condiciones controladas (12 h
luz, 12 h oscuridad, 22 °C y 25% humedad). Las cuales fueron asignadas al azar divididas a
dos grupos: un grupo control (CN) y un grupo al que se le indujo diabetes mellitus tipo 2 (STZ),
los dos grupos tuvieron 4 esquemas de administracion de acidos grasos omega-3 (AGw3) con
una n promedio de 4: 0 dias/semana, 1 dia/semana, 3 dias/semana ¢ 7 dias/semana, como se

indica en la figura 5.

Para el seguimiento del desarrollo de la diabetes, se midi6 glucosa en la sangre
semanalmente mediante un glucémetro de Accu-chek active®, mensualmente se midieron
colesterol y triglicéridos con un multiparamétrico de Accutrend® y se realizaron curvas de
tolerancia a la glucosa mensualmente. Estos resultados no se incluyen al ser datos de otra tesis

(ver resultados en Vicenteiio 2018).

6.2. Sacrificio

El sacrificio se realiz6 a diferentes edades: 1, 3 y 6 meses, para las ratas del grupo CN y

las del grupo STZ.

Para el sacrificio los animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de

pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso corporal), y se exsanguinaron.
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Grupos

| 125mg/Kg de |
Amortiguador estreptozotoc_ina .
Control (CN) de citratos (ST2)y amortiguador ' Inducidas a
(PH 4.5) de citratos (PH 4.5) diabetes (STZ)
Suministro de I
AGuw3 (125 mg/Kg)
I I I I
Grupo sin AGw3 AGw3 AGw3
suplemento de 1 dia/semana 3 dias/semana 7 dias/semana
AGw3
Al destete (4 semanas)
1
Sacrificio
A diferentes
edades
I i
1 mes 3 meses 6 meses

Figura 5. Disefio experimental de los tratamientos.

6.3. Obtencion de mitocondrias

Posterior al sacrificio se realizd la extraccion del higado de las ratas. A los 6rganos
obtenidos se le realizaron sucesivos cortes y lavados, el triturado fue suspendido en medio H
gue consiste de sacarosa al 0.07 M, manitol al 0.21 M, HEPES al 20 mM y Albumina de suero
bovino 0.5 g/L. Posteriormente, los tejidos fueron homogenizados individualmente con un
homogeneizador Potter-Elvehjem hasta obtener una consistencia lechosa, a este
homogenizado se le realizaron centrifugaciones diferenciales en un rotor F15-6x100y Thermo
Scientific, la primera y segunda centrifugacién se realizaron durante 10 min a 2500 rpm, se
colectd el sobrenadante y se prosiguié con una tercera centrifugacion con una duracion de 10
min a 7500 rpm, se recuperd la pastilla y se incubé en medio H con albamina a 0.5% por 30 min
y se finalizé con una cuarta centrifugacion durante 10 min a 9000 rpm, en esta Ultima se
recuperé la pastilla que contenia la fraccion mitocondrial y fue resuspendida en 500 pyL de

medio H dentro de tubos eppendorf de 1.5 mL que se mantuvieron en frio.
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6.4. Medicion de la actividad mitocondrial

Para la medicion de la actividad mitocondrial fue necesario conocer la concentraciéon de

proteinas, que fue determinada por el método de Bradford (1976).

La actividad mitocondrial se midié con un oximetro con electrodo tipo Clark, conectado a
una cadmara de incubacion de 1.5 mL con un bafio termoestatizado a 37 °C de circulacion y
agitacion constante. Se registrd el consumo de oxigeno. La respiracién mitocondrial se midi6 en
los estados 3 (alto contenido de ADP) y 4 (bajo contenido de ADP). Para medir el estado 3 se
adicionaron al medio de reaccion 2 yL de ADP (100 mM). Se calcul6 el control respiratorio
(velocidad del estado 3/ velocidad del estado 4). Dicho control respiratorio es funcion del grado

de acoplamiento mitocondrial y es un indicador de la integridad mitocondrial.

6.5. Fluidez membranal

Para el analisis de la fluidez membranal, era necesario saber el contenido de fosfolipidos
membranales. Asi, primero se realizé la extraccién de lipidos de acuerdo a Bligh y Dyer (1959)
de la siguiente manera: se tomaron alicuotas de 5, 10 6 15 yL de la muestra de mitocondrias,
gue se colocaron en un homogenizador Potter-Elvehjem. A estas mitocondrias se les adicion6
una mezcla de metanol-cloroformo-agua con una relacion volumen de 2:1:0.8 y se homogenizo.
Posteriormente se retir6 la fase acuosa y se dej6 la fase cloroférmica, a la que se le adicioné un
volumen de cloroformo y uno de agua para volver a homogenizar brevemente. Después el
homogenado se centrifugd a 2500 rpm durante 5 min en una centrifuga Z206 A marca Hermle y
se obtuvo un sistema de dos fases mejor definido que la primera vez que se retir6 la fase
acuosa. Se colecté la fase cloroférmica, que finalmente, se evapord el solvente bajo una

corriente de nitrégeno, para posteriormente cuantificar fésforo por el método de Bartlett (1959).

Se utilizé el monitor fluorescentel,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (figura 6) que se
ubica en el ndcleo hidrofébico de la membrana (Kaiser y London, 1998) para el analisis de la
fluidez membranal ya que con este monitor se puede seguir la dinamica de los lipidos y el
comportamiento cooperativo de las cadenas lipidicas de acilo en la membrana (Shinitzky y
Barenholz, 1978) como se representa en la figura 7. El DPH fue disuelto en dimetil sulféxido

(DMSO) a una concentracion final de 100 pM.
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Figura 6. Molécula de 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), en2 Dy en 3 D.

A las mitocondrias se les adicion6 el DPH a una relacién molar 1:150 (donde la
concentracién final del DPH y de fosfolipidos fueron de 0.33uM y 50uM respectivamente) 30
minutos antes de hacer las mediciones, posteriormente se sénico por 3 min en bafio usando un
sonicador de bafio AS2060B, Autosciencice®. La polarizacion y la anisotropia se midieron con
un espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55 equipado con portaceldas termostatizables y con
agitacion independiente. El fluoréforo se excité a una A de 340nm y la emision fue leida a una A
de 440nm con una ranura que varié de acuerdo a la muestra de 5y 15nm. Para poder obtener
las caracteristicas termotrépicas de las membranas mitocondriales las mediciones de
polarizacion y anisotropia se realizaron a diferentes temperaturas desde 10 hasta 55 °C (en las
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 44, 45, 50 y 55 °C), este rango fue
elegido de acuerdo a la temperatura fisioldgica que de acuerdo a Guyton, (1987) es de 35 °C
para las células vivas. A partir de esta temperatura, se escogieron diferentes temperaturas por
debajo y por arriba que no sobrepasaran los 0 °C donde hay formacién de cristales de hielo y
unos 60 °C donde se desnaturalizan las proteinas mitocondriales, para poder tener diferentes
mediciones que permitan realizar un andlisis termotrépico de las membranas mitocondriales.
Las mediciones fueron realizadas utilizando el software FL WinLab el cual tiene una aplicacion

de lectura Unica de recopilacion de datos para medidas de polarizacién y anisotropia.

Con las mediciones de polarizacion y anisotropia se pudieron obtener las energias de
activacion (Ea) del DPH para las fases gel y liquido cristalino de la membrana mitocondrial,

también se obtuvo la temperatura de transicion de fases.
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Figura 7. Localizacion del DPH dentro la membrana lipidica. El DPH explora el nucleo hidrofébico de la
membrana.

6.6. Analisis electroforético

La tecnologia mas usada para la separacion de proteinas es la electroforesis en geles
de poliacrilamida. Esta técnica es la mas eficaz para resolver mezclas complejas de proteinas.
Este método permite que las biomoléculas se separen en dependencia entre otros factores de
su carga y bajo la accién de un campo eléctrico. La electroforesis es de alta sensibilidad, poder
de resolucion y versatilidad (Garcia, 2000).

Para el andlisis electroforético de las proteinas mitocondriales se realizaron
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), que permite el calculo de pesos moleculares (al contrario que
el resto de los tipos de electroforesis), pues los complejos SDS-proteina se separan
estrictamente segun su peso molecular (Garfin, 1990).

Para la SDS-PAGE se prepar6 un gel concentrador al 4% y un gel de resolucion al 10%
(tabla 1). Se utilizaron 10uL del marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards, que tiene una mezcla de 10 proteinas recombinantes (10-250 kDa). Se
cuantifico la concentracion de proteina, por el método de Bradford (1976) y en cada carril se
carg6 con 10ug de proteina de cada muestra, que previamente se desnaturalizé por ebullicién
en bafio maria durante 5 min, con 2-mercaptoetanol y amortiguador de preparacién de la
muestra. La electroforesis se llevd a cabo en una camara vertical mini PROTEAN® System
(BIO-RAD) a 100volts.
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Para la visualizacion de las proteinas, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie
R-250 al 0.1%, metanol al 40% y &cido acético al 10%. Posteriormente se quitd el exceso de

colorante y los geles fueron almacenados en bolsas ziploc de 12.5 x 8 cm.

Para el andlisis de los geles se utilizd el documentador de geles Gel Doc™ EZ Imager
de Bio-Rad y el software de image lab 5.2.1para editar las fotografias. El andlisis densitomeétrico

se realiz6 con el uso del programa ImageJ.

Tabla 1. Gel de poliacrilamida-SDS.

Agua bidestilada 8.6
Tris-HCI, 1.5M, pH 6.8 25
SDS 10% 0.1
Acrilamida/bis (30% T/ 2.7% C) 3.75
Persulfato de Amonio 10% 0.05
TEMED 0.005
N
Agua bidestilada 6.1
Tris-HCI, 1.5M, pH 6.8 2.5
SDS 10% 0.1
Acrilamida/bis (30% T/ 2.7% C) 1.3
Persulfato de Amonio 10% 0.05
TEMED 0.005

Elementos y cantidades necesarias para la preparacidonde un gel al 10% de poliacrilamida-SDS.
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6.7. Analisis matematico y estadistico

Para el célculo del OPR se utilizo la siguiente ecuacion:

min * ADP: O

PR =
0 P

Doénde:
OPR= Tasa de Fosforilacion Oxidativa

min= tiempo transcurrido (3 min)

ADP:O= relacién ADP oxigeno Estado 3 ADP: 0 = (0X9¢eno-ADP)
Estado 3

P= concentracion de proteina

Para el calculo de la energia de activacion se utilizé el grafico de Arrhenius, el cual es

una linealizacion entre las variables K y T de la ecuacién de Arrhenius.

Ecuacién de Arrhenius:

_Ea
K(T) = A.e RT
Dénde:

K (T)=constante cinética (dependiente de la temperatura)

A =factor preexponencial o factor de frecuencia. Indica la frecuencia de las colisiones.
Ea = energia de activacion, expresada en J/mol

R =constante universal de los gases. Su valor es 8,3143 J-K-1-mol-1

T =temperatura absoluta [K]

e=exponencial matematico

Regresion lineal del grafico de Arrhenius:

a/l

In(K) = In (A) - % (T)

Dénde:

El valor de la interseccion en el eje Y correspondera a In(A), y la pendiente de la linea seré igual
—Ea

a—.
R
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Para el célculo de pesos moleculares de las proteinas en los geles de poliacrilamida se
elabor6 una curva de pesos moleculares con los marcadores y la distancia que migraban en la
electroforesis, a lo que se le conoce como movilidad electroforética (4). La migracion de las
proteinas describia un comportamiento en potencia (y = cx? ) en funcién del tamafio de la
proteina (KDa), se sustituyeron los valores de migracion de las proteinas de interés, para

obtener su peso aproximado, con la siguiente ecuacion:

log%

10 »

Se utilizaron medidas de tendencia central como el promedio (X) y la desviacion
estandar (o) para el analisis de los resultados, los cuales fueron representados en tablas y
graficos.

Para el andlisis estadistico se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores
seguido de una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con una p < 0.050 y de una prueba de
Tukey con una p <0.050, usando el programa SigmaPlot 2013 que es un paquete de graficos y

visualizacion, con funcionalidades de andlisis estadistico.
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7. RESULTADOS

7.1. Actividad mitocondrial

Como el objetivo principal del estudio es analizar el efecto de los AGw3 sobre la
respiracion mitocondrial de células hepéticas en ratas inducidas a diabetes, fue necesario ver
los cambios de la actividad mitocondrial medida por oximetria, durante el desarrollo de la
diabetes y el efecto de diferentes esquemas de dosificacion con AGw3 en animales inducidos a

diabetes y sus respectivos controles normoglucémicos.

Es necesario conocer lo que la DM2 causa por si misma a las mitocondrias hepéaticas,
por lo cual, primero se presentan los cambios en el consumo de oxigeno del estado 3 y 4, el
control respiratorio (CR) y la tasa de fosforilacion oxidativa (OPR), de los grupos de ratas control
(CN) y el grupo de ratas inducidas a diabetes (STZ) de 1 mes de edad.

En la tabla 2 se observa que el CR de las ratas diabéticas es significativamente distinto
al de las ratas control, lo que nos indica que la DM2 genera cambios importantes que afectan
directamente la respiracion mitocondrial, asi como a las membranas mitocondriales. Las
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) que se presentan entre las ratas STZy CN
de 1 mes de edad son, un mayor consumo de oxigeno para las ratas diabéticas que el grupo
control, de 198.49% para el estado 3 y de 433.28% para el estado 4, donde el estado 3 para las
ratas STZ es de 62.07+42.90 nAO,/min/mgP mientras, que para las ratas CN es de 31.27+6.17
nAO,/min/mgP y para el estado 4 las ratas STZ tienen un consumo de oxigeno de 30.33+£12.42

nAO,/min/mgP en comparacién con las ratas CN de 7.00£2.35 nAO,/min/mgP.

En cuanto al control respiratorio (CR) de las ratas CN de 1 mes (4.70£0.95 CR) es 238%
mayor que el CR de las ratas STZ de 1 mes (1.97+0.87 CR) y como se puede observar en la
figura 8 y en la tabla 2, existe una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05). También
vemos que el OPR, es 3 veces mayor en ratas CN (2.54+0.60 OPR) en comparacién a las ratas
STZ (0.86+£0.51 OPR) (tabla 2).
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Tabla 2. Control respiratorio, estado 3, estado 4 y OPR de mitocondrias de higado de ratas Wistar de 1
mes de edad.

CN 1mes 470 *= 0.95 31.27 + 6.17 7.00 + 235 254 + 0.60

+
+
+

STZ1lmes | 197 +* 087 * 6207 +* 4290 * 3033 * 1242 * 086 * 051 *

+
+
+

* p <0.05; con relacién al grupo CN 1mes. n=4.

Control Respiratorio a 1mes de edad

CR (Estado 3/Estado 4)

CN

Grupos

Figura 8. Control respiratorio de mitocondrias de higado de ratas control (CN) e inducidas a
diabetes (STZ), de 1 mes de edad. * p<0.05; con relacion al grupo CN 1mes. n=4.
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En la tabla 3 se presentan los parametros cinéticos que se obtuvieron de las
mitocondrias de ratas control (CN) e inducidas a diabetes (STZ) a las edades que se realizaron
los sacrificios (1, 3 y 6 meses). En esta tabla se comparan las velocidades de consumo de
oxigeno en los estados 3 y 4, asi como el control respiratorio (CR) y la produccion de ATP
(OPR). En términos generales, en los grupos control (de 1, 3 y 6 meses de edad) la respiracion
mitocondrial es similar en los estados 3 y 4; de hecho, el analisis estadistico no muestra
diferencias significativas entre estos grupos, lo que nos indica que la edad no influyé de manera
significativa en el consumo de oxigeno, para los animales normoglucémicos. Por el contrario, en
los grupos STZ, el consumo de oxigeno sufre mas alteraciones. Por ejemplo, a 1 mes de edad
en las ratas STZ, en el estado 3 el consumo de oxigeno es 2 veces mayor que las ratas CN de
1 mes, y en el estado 4 el consumo de oxigeno en STZ 1 mes es 4.3 veces mayor que en el
control (CN). Comportamiento contrario para los grupos STZ de 3 y 6 meses donde el consumo
de oxigeno es menor para el estado 3 con respecto a los grupos control (33.7% para 3 meses y
52.2% para 6 meses). También se puede ver que los grupos CN de 3 y 6 meses de edad
presentan diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) tanto para el estado 3 como para

el estado 4 entre grupos de las mismas edades.

En cuanto al control respiratorio (CR), para los grupos controles el valor promedio de CR
es de 3.45, que es mayor que el de los grupos STZ (que en promedio es de 1.21). Ademas,
como se puede ver en la tabla 3 y se representa en la figura 9, existe una predisposicion a
disminuir el CR con el aumento de la edad, comportamiento que se ve mas marcado para los
grupos diabéticos. Mientras que en los grupos CN, de 1 a 3 meses de edad hay una
disminucion del 37.24% del valor del CR y de 8.48% de 3 a 6 meses de edad, en los grupos
STZ las disminuciones correspondientes a los mismos periodos de tiempo fueron de 48.74 y
33.67%. Finalmente, el valor de OPR es heterogéneo en ambos grupos; si hay diferencias
significativas entre grupos de las mismas edades y en promedio, el valor de OPR del grupo

control es 1.43, el cual es similar al del grupo STZ de 1.85.

Finalmente veremos como los diferentes esquemas de suplementaciéon de AGw3 (1, 3y
7 dias a la semana) afectan a la actividad mitocondrial en animales inducidos a diabetes y

normoglucémicos.

En la tabla 4 se presentan los parametros cinéticos que se obtuvieron de las
mitocondrias de ratas control (CN) e inducidas a diabetes (STZ) a los 3 meses de edad con los
diferentes esquemas de dosificacion de acidos grasos omega 3. Se observa una constante a
disminuir el consumo de oxigeno, en los estados 3 y 4 conforme se aumentan los dias de
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suplementacion de AGw3, para los grupos de animales CN, en el estado 3 los grupos de 1 dia
a 3 dias de tratamiento de AGw3 disminuye el consumo de oxigeno por un 34.78% y del grupo
con 3 dias a 7 dias de tratamiento disminuye por un 25%, mientras que, para el estado 4, los
porcentajes de disminucion correspondientes son de un 35.66 y 23.66%. Comportamiento
contrario a los grupos CN es el que se presenta para los grupos STZ, ya que la constante es a
aumentar el consumo de oxigeno, conforme se aumentan los dias de suplementacién de los
AGw3, para el estado 3 los grupos STZ de 1 dia a 3 dias de tratamiento de AGw3 aumenta el
consumo de oxigeno 228.59%, y del grupo con 3 dias a 7 dias de tratamiento aumenta
118.75%, mientras que, para el estado 4, los porcentajes de aumento correspondientes son de
un 364.81y 116.14%.
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Tabla 3. Control respiratorio, estado 3, estado 4 y OPR de las mitocondrias de higado de ratas Wistar, controles (CN) e inducidas a

diabetes (STZ), de diferentes edades: 1 mes, 3 meses y 6 meses de edad.

nAO,/min/mgP

Edo 3

nAO, /min/mgP

Edo 4

OPR

ADP nmol/mg [P]/ min

CN | CN 1mes 470 + 0.95 31.27 + 6.17 700 + 235 254 + 0.60
CN3meses | 295 + 055 * |3509 + 465 1232 + 339 §| 083 =+ 012 *
CN6meses | 270 + 065 * |2575 + 551 1232 + 387 §| 094 =+ 017 *

STZ | STZ 1mes 197 + 087 * |62.07 = 4290 * 13033 + 1242 * | 086 <+ 051 *
STZ3meses | 1.01 + 087 *a |1182 + 285 *8a 1680 + 933 8§ | 253 + 058 8a
STZ6meses | 0.67 + 0.10 *8b | 1344 + 156 *8b [20.16 + 083 *b| 217 + 026 §b

* p <0.05, con relacién al grupo CN 1mes;
§ p <0.05, con relacién al grupo STZ 1mes;

a p <0.05, con relacion al grupo CN 3meses;
b p <0.05, con relacion al grupo CN 6meses.

n=3a5.
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Control Respiratorio

CN STZ
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*§b

CR (Estado 3/Estado4)
w
|
-
x.

J ! T N ! T
1Mes 3 Meses 6 Meses 1 Mes 3 Meses 6 Meses

Grupos

Figura 9. Control respiratorio de mitocondrias de higado de ratas normoglucémicas (CN) e inducidas a
diabetes (STZ) a diferentes edades. * p<0.05, con relacion al grupo CN 1mes; § p<0.05, con relacion al
grupo STZ 1mes; a p<0.05, con relacién al grupo CN 3meses; b p<0.05, con relacién al grupo CN 6meses.;
n=3a5.

En cuanto al CR que se presenta en la figura 10 y en la tabla 4 (animales de 3 meses
de edad), no se observa ninguna constante para las ratas normoglucémicas, ni para las ratas
diabéticas, sin embargo, para los grupos CN de 1, 3 y 7 dias con suplementacion de AGw3 el
CR (que en promedio es de 1.64) disminuye un 44.40% en comparacion al grupo control, que
tiene un CR de 2.95, si se comparan estos resultados con los grupos diabéticos, se puede ver,
que el grupo diabético sin suplementacion de AGw3 que tiene un CR de 1.01 es 64.76% menor
que el grupo control. Sin embargo, para los grupos STZ de 1, 3 y 7 dias con suplementacién de
AGw3 el CR (que en promedio es de 1.57) aumenta, siendo sélo 46.77% menor que el grupo
control. Para el OPR tampoco se ve una predisposicion entre los grupos STZ, sin embargo,
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para los grupos CN si encontramos un comportamiento a aumentar el OPR conforme tienen
mas dias de suplementacion de AGw3, también se ve que el promedio tanto para los grupos
CNde 1,3y 7 diasy para los grupos STZ de 1, 3y 7 dias es de 1.36.

En la tabla 4 se observan diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre
varios grupos. Para el estado 3, el grupo control (35.09+4.65 nAO,/min/mgP) tiene un consumo
de oxigeno significativamente mayor que el grupo STZ 3 meses (11.82+2.85 nAO,/min/mgP) y
las ratas CN 7d-3m (16.80£2.29 nAO,/min/mgP). En cuanto al grupo diabético sin
suplementacion de AGw3 (11.82+2.85 nAO,/min/mgP) es 2.9 veces menor a las ratas del grupo
CN 1d-3m (34.35+9.57 nAO2/min/mgP), 3.1 veces menor que las ratas STZ 3d-3m
(37.33+x12.38 nAO,/min/mgP) y 3.75 veces menor a las ratas STZ 7d-3m (44.33+18.44
nAO,/min/mgP). Otras diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) que se observan son
las del grupo CN 1d-3m (34.35+9.57 nAO2/min/mgP) que es significativamente mayor con
respecto a las ratas del grupo CN 7d-3m (16.80+2.29 nAO2/min/mgP) y que las ratas del grupo
STZ 1d-3m (16.33+6.71 nAO2/min/mgP). En cuanto al estado 4 el grupo CN 3 meses
(12.32+3.39 nAO,/min/mgP) es significativamente menor que el grupo STZ 3d-3m (28.93+10.17
nAO,/min/mgP) y el grupo STZ 7d-3m (33.60+12.57 nAO,/min/mgP).

En cuanto al CR como podemos observar en la figura 10 el grupo CN 3 meses
(2.95+0.55 CR) es significativamente mayor (80%) con respecto a las ratas CN 1d-3m
(1.64+0.44 CR), con un 83% con respecto a las ratas CN 3d-3m (1.61+0.19 CR), con un 77%
con respecto a las ratas CN 7d-3m (1.67+0.41 CR), con un 192% con respecto a las ratas STZ
3 meses (1.01+0.87 CR).

En cuanto al OPR las diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) que se
presentan son las del grupo CN 3 meses (0.83+0.12 OPR) que es significativamente menor con
respecto al grupo STZ 3meses (2.53+0.58 OPR). Las ratas STZ 3meses (2.53+0.58 OPR) son
significativamente mayores por un 260% con respecto al grupo STZ 3d-3m (0.69+0.30 OPR) y
las ratas STZ 3d-3m (0.69+0.30 OPR) es significativamente menor por un 165% que las ratas
STZ 7d-3m (1.83+1.14 OPR) (tabla 4).
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Tabla 4. Control respiratorio, estado 3, estado 4 y OPR de las mitocondrias de higado de ratas Wistar de 3 meses de edad.

Edo3 Edo4 OPR

nAO,/min/mgP nAO, /min/mgP ADP nmol/mg [P]/ min

CN | CN3meses |295 + 0.55 35.09 + 4.65 1232 + 3.39 083 = 0.12
CN 1d-3m 164 + 044 * 3435 = 957 8§ 21.28 * 4.69 090 = 0.27
CN 3d-3m 161 £ 019 * 2240 = 9.88 13.69 + 4.70 144 + 0.54
CN 7d-3m 167 = 041 * 16.80 + 2.29 *a 1045 + 213 174 £ 022 *
STZ | STZ3 meses | 1.01 +* 0.87 * 11.82 + 2.85 * 16.80 + 9.33 253 = 058 *
STZ 1d-3m 210 + 054 *§ 16.33 + 6.71 a 793 + 280 a 156 + 0.50
STZ 3d-3m 131 £+ 014 * 37.33 = 12.38 8d 2893 + 10.17 *bd |0.69 += 030 8§
STZ 7d-3m 131 + 013 * 4433 = 18.44 §cd 33.60 +* 1257 *8cd | 183 + 1.14 “*e

* p <0.05, con relacidén al grupo CN 3meses;
§ p <0.05, con relacion al grupo STZ 3 meses;
a p <0.05, con relacién al grupo CN 1d-3m;

b p <0.05, con relacion al grupo CN 3d-3m;

¢ p <0.05, con relacién al grupo CN 7d-3m;

d p <0.05, con relacidn al grupo STZ 1d-3m;
e p <0.05, con relacion al grupo STZ 3d-3m.
n=3ab5.
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Figura 10. Control respiratorio de mitocondrias de higado de ratas normoglucémicas (CN) e inducidas a
diabetes (STZ) a 3 meses de edad. *p<0.05, con relacion al grupo § p<0.05, con relacion al grupo STZ 3
meses. n=3a 5.

Para finalizar de analizar el efecto de los AGw3 sobre la respiracion mitocondrial de

células hepdticas, tenemos a los animales de 6 meses de edad.

En la tabla 5 se presentan los parametros cinéticos que se obtuvieron de las
mitocondrias de ratas control (CN) e inducidas a diabetes (STZ) a los 6 meses de edad, donde,
se observa un comportamiento contrario al que se presenta con los animales de 3 meses de
edad, ya que, en los animales de 6 meses de edad no existe una disposicion en el consumo de
oxigeno, para los estados 3 y 4 conforme se aumentan los dias de suplementacion de los
AGw3, sélo se ve para el estado 3 que los grupos STZ con 1,3y 7 dias con suplementacion de

AGw3 tienen un mayor consumo de oxigeno que el grupo diabético sin suplementacion, el
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promedio para todos los grupos STZ es de 30.55 mientras que, para los grupos CN es de 32.44,
sin embargo, para el estado 4 el promedio de consumo de oxigeno de los grupos CN (de 24.14)
es 2 veces mayor al de los grupo STZ (de 12.99) y para este estado los grupos STZ con 1,3y 7
dias con suplementacién de AGw3 tienen un menor consumo de oxigeno que el grupo diabético

sin suplemento.

En el caso del CR si hay una constante a disminuir conforme se aumentan los dias de
suplementacién para todos los grupos CN, caso contrario para los grupos STZ donde CR es
mayor conforme se aumentan los dias de suplementacién. Podemos observar en la figura 12 y
en la tabla 5, que para los grupos CN, el porcentaje de disminucion del control al grupo CN con
1 dia de suplementacién es de 11.1%, el del grupo de 3 dias es de 47% y el de 3 dias a 7 dias
es de 72.6%. En los grupos inducidos a diabetes al parecer se recupera el control respiratorio
con la administracion de &cidos grasos omega 3. El porcentaje con el que aumenta el CR, con
respecto al grupo STZ control (acidos grasos omega 3 0 dias/semana), para el grupo STZ
AGw3 a 1 dia de suplementacion es de 424%, el grupo de 3 dias es de 447% y el de 7 dias es
de 524%. En el caso del OPR no se observa ninguna disposicion.

En la tabla 5 se observan diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), para el
estado 3, donde el grupo de ratas CN 6 meses (25.75+5.51 nAO,/min/mgP) es
significativamente mayor que el grupo STZ 6 meses (13.44+1.56 nAO,/min/mgP). Este grupo de
ratas con DM2, también es significativamente menor que el grupo STZ 7d-6m (30.99+8.81
nAO,/min/mgP), y al grupo STZ 3d-6m (33.60+5.44 nAO,/min/mgP). Lo anterior parece indicar
gue el tratamiento con &cidos grasos omega 3 a las ratas inducidas a diabetes, les ayud6 a
mantener una mayor respiraciéon en el estado 3. Para el estado 4 se presentan diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) para el grupo de ratas CN 6 meses (12.32+3.87
nAO,/min/mgP) que es menor con respecto a las ratas del grupo CN 3d-6m (36.21+11.55
nAO,/min/mgP), también con respecto a las ratas del grupo CN 7d-6m (36.09+9.58
nAO,/min/mgP) y que las ratas del grupo STZ 6meses (20.16+0.83 nAO,/min/mgP). El grupo
CN1d-6m (11.95+3.39 nAO,/min/mgP) es significativamente menor con respecto a CN 3d-6m
(36.21+11.55 nAO2/min/mgP), también con respecto a CN 7d-6m (36.09+£9.58 nAO2/min/mgP).

Para el OPR que se observa también en la tabla 5 tenemos que las ratas del grupo CN
6 meses (0.94+0.17 OPR) solo tiene diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) con
respecto a las ratas del grupo STZ 6 meses (2.17+0.26 OPR). Sin embargo, este grupo STZ

con DM2 también es significativamente mayor con respecto a todos los demés grupos.
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Finalmente se observa en la figura 11 diferencias estadisticamente significativas (p
<0.05) de las ratas del grupo CN 6meses (2.70+£0.65 CR) que es 3.6 veces mayor las ratas del
grupo CN 7d-6m (0.74+0.29 CR) y 4 veces mayor que las ratas del grupo STZ 6 meses
(0.67+0.10 CR). En cuanto a este grupo con DM2 se observa que es estadisticamente menor a
los grupos: STZ 1d-6m (2.84+0.41 CR), STZ 3d-6m (3.00+0.26 CR) y STZ 7d-6m (3.51+1.59
CR). En términos generales, a los 6 meses de edad de las ratas, se observa lo siguiente: en
ratas control (grupos CN), entre mayor sea la frecuencia de administracion de &cidos grasos
omega 3, menor es el control respiratorio. En ratas inducidas a diabetes (grupos STZ), cualquier

administracién de acidos grasos omega 3 las ayuda a normalizar su control respiratorio.
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Tabla 5. Control respiratorio, estado 3, estado 4 y OPR de las mitocondrias de higado de ratas Wistar de 6 meses de edad.

Edo 3 Edo 4 OPR
nAO,/min/mgP nAO, /min/mgP ADP nmol/mg [P]/ min

CN | CN 6meses 270 £ 0.65 2575 + 551 12.32 = 3.87 094 + 0.17

CN 1d-6m 240 + 0.87 2651 + 5.18 1195 + 3.39 112 + 0.21

CN 3d-6 m 143 + 0.26 52.64 + 2299 *8ac 36.21 + 1155 *8a 064 + 0.29

CN 7d-6 m 0.74 + 029 *a 2489 + 6.56 36.09 + 958 *a 121 + 032 8a
STZ | STZ6meses 0.67 = 0.10 * 13.44 + 1.56 * 20.16 + 0.83 * 217 * 026 *

STZ 1d-6m 284 + 041 8 27.07 = 4.44 9.80 + 280 1.19 £+ 0.27 8§

STZ3d-6m |3.00 + 026 8b | 3360 * 544 8b 11.20 £+ 1.32 b 094 + 038 8§

STzZ7d-6m |351 + 159 & 3099 + 8381 § 1083 + 7.16 c 096 + 030 8§

* p <0.05, con relacion al grupo CN 6 meses;
§ p <0.05, con relacién al grupo STZ 6 meses;

a p <0.05, con relacion al grupo CN 1d-6m;
b p <0.05, con relacion al grupo CN 3d-6m;
¢ p <0.05, con relacion al grupo CN 7d-6m.

n=3ab5.
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Figura 11. Control respiratorio de mitocondrias de higado de ratas normoglucémicas (CN) e inducidas a
diabetes (STZ) a 6 meses de edad, * p<0.05, con relacion al grupo CN 6 meses; § p<0.05, con relacion al
grupo STZ 6 meses; a p<0.05, con relacion al grupo CN 1d-6m; b p<0.05, con relacion al grupo CN 3d-6m;
¢ p<0.05, con relacién al grupo CN 7d-6m. n=3 a 5.
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7.2. Fluidez membranal

Para estudiar la fluidez de las membranas biol6gicas, se us6 el monitor fluorescente
DPH, que como se menciond en material y métodos, se ubica preferencialmente en el nlcleo
hidrofébico de la membrana. Posterior a la incorporacion del monitor fluorescente se realiz6 un
barrido de temperatura desde los 10 °C hasta los 55 °C, con lo que se obtuvieron las
mediciones de polarizacién, con el objetivo de identificar la transicion de fases (gel y liquido
cristalino) y la temperatura de transicion de fases y con ello conocer las caracteristicas
termotrédpicas de las membranas mitocondriales ya que se sabe que dichas caracteristicas son
dependientes de su estructura quimica. La energia de activacion (Ea) se obtuvo mediante el

grafico de Arrhenius como se muestra en la parte de anexos.

Se puede intuir que mientras mayor sea la energia de activacién, menor es la fluidez de
la membrana, puesto que el movimiento del DPH depende del medio donde se mueve y el
grafico de Arrhenius se realiza con la regresion lineal de la constante cinética. Con el
movimiento del monitor se puede seguir la dinAmica de los lipidos y el comportamiento
cooperativo de las cadenas lipidicas de acilo en la membrana, que también esta influenciada

por la composicion de la membrana.

Para evaluar la confiabilidad del monitor fluorescente DPH se utilizaron liposomas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que tiene una temperatura de transicion de fases de 41 °C
para pasar de fase gel a liquido cristalino. En la figura 12 se presenta la polarizacion de
fluorescencia y el analisis de Arrhenius aplicado a los liposomas de DPPC en el cual se observa
gue el monitor detecta la transicién de fase a los 41 °C al aumentar la temperatura. Lo que
demuestra que este monitor parece ser confiable para medir la fluidez de membranas

biol6gicas.
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En la tabla 6 se muestran las Ea de las fases gel y liquido cristalino, al igual que la
temperatura de transicion de fases para las ratas de los grupos normoglucémico (CN) y
diabéticas (STZ) de un mes de edad. Se observa que las ratas STZ presentan diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) siendo 2.4 veces menor la Ea comparada con la del
grupo CN, tanto para el estado gel (2.3%0.5 y 5.7+1.4 Kj*mol™ respectivamente) y el estado
liquido cristalino (2.2+0.3 y 5.5+0.8 Kj*mol™ respectivamente). En cuanto a la temperatura de
transicion de fases (30.5+1.5 y 36.3+0.6 Kj*mol’ respectivamente) también es
significativamente menor para las ratas STZ, lo que sugiere cambios importantes en las
membranas durante el desarrollo de la diabetes, siendo esta mas fluida.

Tabla 6. Energias de activacién y temperaturas de transicién de fase gel y cristal
liquido de mitocondrias de higado de ratas Wistar de 1 mes de edad.

Ea (Kj*mol-1) - Temperatura de transicion de

Gel Liquido Cristal fases (°C)
CN 1 mes 57 + 14 55 £+ 0.8 363 + 15
STZ1mes | 2.3 05 *[ 22 + 03 * 305 + 0.6 *

I+

* p <0.05, con relacidn al grupo CN 1 mes. p < 0.05; n=4.

Con el objetivo de conocer si la edad afecta a la fluidez mitocondrial, tanto para el grupo
de ratas CN como para el grupo STZ, en la tabla 7 se presentan las Ea para las fases gel y
liquido cristal, al igual que la temperatura de transicién de fases para las ratas de 1, 3 y 6 meses
de edad. No se observan cambios significativos en la Ea de las fases gel y liquido cristalino con
respecto a la edad de las ratas, sin embargo, el promedio de 4.63+2.0Kj*mol™ de los grupos
diabéticos es 0.78 veces menor que el promedio de 5.9+0.3 Kj*mol® de los grupos
normoglucémicos para la fase gel, mientras que, para la fase liquido cristal el promedio es 0.74
veces menor para los grupos diabéticos (3.46+1.6Kj*mol™) que el promedio de los grupos
normoglucémicos (4.63x0.7 Kj*mol™®). En cuanto a la temperatura de transicion de fases se
presenta una disminucion de la temperatura de transicibon de fases en las ratas
normoglucémicas cuando estas tienen mas edad, comportamiento que cambia para las ratas
diabéticas, donde, no hay una distribucion clara, sin embargo, el promedio de los grupos
diabéticos (31.2+0.6 °C) indica que la transicion de fases ocurre antes a la de los grupos
normoglucémicos (35.03+1.3 °C). Estos resultados nos confirman, que existen cambios
importantes en las membranas durante el desarrollo de la diabetes, sin embargo, la edad no

parece ser un factor significativo para la fluidez de las membranas mitocondriales.
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Tabla 7. Energias de activacion y temperaturas de transicion de fase gel y liquido
cristal de mitocondrias de higado de ratas Wistar a 1, 3 y 6 meses de edad.

Ea (Kj*mol-1) Temperatura de transicion
Gel Ligquido Cristal de fases (°C)

CN | CN 1mes 57 + 14 55 + 0.8 363 + 15
CN3meses |64 + 20 § 41 + 14 352 + 1.8 §
CN6meses |58 + 19 § 43 + 138 336 + 1.3 *8

STZ | STZ 1mes 23 £ 05 * 22 = 03 * 305 + 06 *
STZ3meses |54 = 0.6 29 + 14 31.7 + 0.6 *a
STZ 6meses (6.2 + 24 § 53 + 19 8§ 314 + 13 *b

* p <0.05, con relacién al grupo CN 1mes,
§ p <0.05, con relacién al grupo STZ 1mes,
a p <0.05, con relacién al grupo CN 3meses,
b p <0.05, con relacién al grupo CN 6meses.
n=3as.

Las diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) que se ven en la tabla 7 para el
estado gel son las del grupo normoglucémico de 1 mes de edad (5.7+1.4 Kj*mol™) que es 2.5
veces mayor al grupo diabético de un mes de edad (2.3+0.5 Kj*mol™). Este grupo diabético
(STZ 1mes) es significativamente menor con respecto al grupo CN 3 meses (6.4+2.0 Kj*mol™)
por 2.8 veces, respecto al CN 6 meses (5.8+1.9 Kj*mol™) por 2.5 veces y STZ 6 meses (6.2+2.4
Kj*mol™) por 2.7 veces. En cuanto al estado liquido cristal este mismo grupo STZ 1 mes
(2.2+0.3 Kj*mol™) es significativamente menor con respecto a los grupos CN 1 mes (5.5+0.8
Ki*mol™) y STZ 6 meses (5.3+1.9 Kj*mol™). Para la temperatura de transicion de fases las
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) que se presentan son las del grupo CN
1mes (36.3+x1.5 °C) que es significativamente mayor a los grupos CN 6 meses (33.6+1.3 °C),
STZ 1 mes (30.5+0.6 °C), STZ 3 meses (31.7+0.6 °C) y STZ 6 meses (31.4+1.3 °C). En cuanto
al grupo STZ 1 mes (30.5%0.6 °C) es significativamente menor que CN 3 meses (35.2£1.8 °C) y

CN 6 meses (33.6£1.3 °C).

En la tabla 8 se presenta las Ea’s de las fases gel y liquido cristalino, al igual que la
temperatura de transicion de fases para las ratas de los grupos CN y STZ de 3 meses de edad,
con suplementacion de AGw3 por 1,3 6 7 dias a la semana. Se observa que los grupos CN con
AGw3 tienen una Ea (en promedio de 4.4+0.5 Kj*mol™) 0.68 veces menor a la del grupo control
(6.422.0 Kj*mol™) para el estado gel, donde no vemos diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo, para los grupos STZ se observa un comportamiento contrario,
donde los grupos STZ con suplementacion de AGw3 tienen una Ea (en promedio de 7.2+1.4
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Kj*mol™) 1.3 veces mayor a la del grupo STZ sin suplementacién de AGw3 (5.4+0.6 Kj*mol™)
ademas, de ser 1.12 veces mayor a la del grupo control. Para el estado liquido cristalino, se
observa un comportamiento similar al estado gel, los grupos CN con AGw3 tienen una Ea (en
promedio de 3.8+1.0 Kj*mol™) que es 0.92 veces menor en comparaciéon al grupo control
(4.1£1.3 Kj*mol™). En los grupos STZ, donde, los grupos con suplementacion de AGw3 tienen
una Ea (en promedio de 5.6x1.7 Kj*mol™) es 1.93 veces mayor al grupo STZ que no tiene
suplementacion de AGw3 (2.9+1.3 Kj*mol™) y 1.36 veces mayor que el grupo control. Estos
resultados permiten ver que los AGw3 llevan a condiciones similares del grupo control a las
ratas diabéticas, sin embargo, en las ratas normoglucémicas los AGw3 provocan una menor
fluidez parecida al grupo diabético. En cuanto a la temperatura de transicion de fases tampoco
se observa ninguna disposicién, para ningln grupo, sin embargo, para los grupos CN con
AGw3 (que en promedio la temperatura de transicion es de 33.53+£0.8 °C su temperatura de
transicion es 0.96 veces menor a la del grupo control (35.2+1.7 °C), pero en el caso de los

grupos STZ este pardmetro no se ve alterado por los AGw3.
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Tabla 8. Energias de activacion y temperaturas de transicion de fase gel y cristal

liquido de mitocondrias de higado de ratas de 3 meses de edad.

Ea (Kj*mol-1)

Temperatura de

Gel Liquido Cristal R{EIEI(ele]sNeI-R =N G(®))

CN [CN3meses |64 = 2.0 41 = 14 352 + 138

CN 1d-3m 3.8 = 0.6 27 = 0.6 340 =+ 1.0

CN 3d-3m 49 = 0.8 49 + 1.1 340 =+ 1.0

CN 7d-3m 46 = 1.3 39 = 1.0 326 = 21 *
STZ | STZ3meses |54 = 0.6 29 + 14 31.7 + 06 *

STZ 1d-3m 88 + 21 *8a |74 + 26 *8 31.8 + 05 *a

STZ3d-3m [6.7 = 14 54 + 1.2 325 + 10 *

STZ7d-3m |61 = 1.8 40 £+ 25 d 305 = 1.0 *c

* p <0.05, con relacién al grupo CN 3meses;

§ p <0.05, con relacién al grupo STZ 3meses;

a p <0.05, con relacién al grupo CN1d-3m;
¢ p <0.05, con relacién al grupo CN 7d-3m;
d p <0.05, con relacién al grupo STZ 1d-3m.

n=3vy5.

Existen diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) para la fase cristal donde el

grupo control es menor al grupo STZ 1d-3m, este grupo diabético con un dia a la semana de

AGw3 es mayor al grupo STZ y al grupo CN 1d-3m. Para el estado liquido cristal el grupo

control es menor al grupo STZ 1d-3m, que tiene una mayor Ea con respecto a los grupos, STZ

3 meses y STZ 7d-3m y finalmente la temperatura de transicion de fases donde el grupo control

es mayor a las ratas del grupo CN 7d-3m, las ratas del grupo STZ 3 meses, a las ratas del

grupo STZ 1d-3m, a las ratas del grupo STZ 3d-3m y a las ratas del grupo STZ 7d-3m (tabla 8).
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Tabla 9. Energias de activaciéon y temperaturas de transicion de fase gel y cristal liquido de mitocondrias

de higado de 6 meses de edad.

Ea (Kj*mol-1) Temperatura de
Gel Liquido Cristal transicién de fases (°C)
CN | CN 6 meses 58 = 1.9 43 + 1.8 336 + 13
CN 1d-6m 6.7 = 3.0 6.7 = 4.0 346 + 1.1
CN 3d-6 m 52 = 21 42 + 1.1 340 + 14 8
CN 7d-6 m 69 + 24 51 + 19 323 + 15
STZ | STZ 6 meses 6.2 + 24 53 + 19 314 + 13 *
STZ 1d-6m 71 = 0.9 65 + 23 325 + 19 *a
STZ 3d-6 m 52 = 3.2 43 + 28 314 + 13 *b
STZ7d-6 m 104 = 2.7 *8e| 44 + 15 31.0 + 1.0

* p <0.05, con relacion al grupo CN 6 meses;
§ p <0.05, con relacién al grupo STZ 6 meses;
a p <0.05, con relacién al grupo CN1d-6m;

¢ p <0.05, con relacién al grupo CN 7d-6m;

d p <0.05, con relacion al grupo STZ 1d-6m.
n=3vy5.

Finalmente, en la tabla 9 se presentan la Ea de las fases gel y liquido cristalino, al igual
gue la temperatura de transicion de fases para las ratas del grupo CN y STZ de 6 meses de
edad, con suplementacion de AGw3 por 1,3 6 7 dias a la semana. Se observa que en la fase
gel de las membranas mitocondriales los AGw3 en los grupos CN disminuyen la fluidez
membranal ya que en promedio su Ea de 6.26+0.9 Kj*mol™ es 1.07 veces mayor que la Ea del
grupo control de 5.8+1.9 Kj*mol™, comportamiento similar a los grupos STZ con suplementacion
de AGw3 que en promedio su Ea de 7.56+2.6 Kj*mol™* es 1.21 veces mayor al grupo STZ sin
suplemento de AGw3 con un Ea de 6.2+2.4 Kj*mol™, y es 1.3 veces mayor al grupo control.
Mientras que para la fase liquido cristalino se ve también una disminucion en la fluidez
membranal con un aumento de la Ea (en promedio de 5.33+1.2 Kj*mol™) para los grupos
normoglucémico con AGw3 que es 1.22 veces mayor que la Ea del grupo control (4.3+1.7
Kj*mol™), en cuanto a los grupos STZ con AGw3 el promedio de su Ea de 5.06+1.2 Kj*mol™ no
es muy diferente al del grupo diabético sin AGw3 con un Ea de 5.3+1.9 Kj*mol™ siendo este
0.95 veces menor al de los grupos STZ con AGw3. En cuanto a la temperatura de transicion de
fases la suministracion de los AGw3 de los grupos CN provoca que suceda a una mayor
temperatura, sin embargo, el promedio de los grupos CN con AGw3 de 33.6+1.1 °C es igual a
la temperatura de transicion del grupo control y para los grupos STZ tampoco vemos cambios
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significativos entre el promedio de 31.6+0.7 °C de los grupos STZ con AGw3 y el grupo STZ sin
AGw3 de 31.4+1.3 °C, soOlo vemos que la temperatura de transicion ocurre a una menor
temperatura para los grupos STZ con relacién a los grupos CN.

Se observan diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) para la fase gel en el
grupo control que es menor al grupo STZ 7d-6m que a su vez este grupo diabético es mayor
respecto a los grupos STZ 6 meses y STZ 3d-6m. Para la fase liquido cristal no se observan en
la tabla 9 diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, para la temperatura de
transicion de fases si existen diferencias del grupo control que tiene una mayor temperatura de
transicion de fases respecto a los grupos STZ 6 meses, STZ 1d-6m y STZ 3d-6m. Lo que nos
indica que el grupo diabético con suplementacion de 7 dias a la semana es el que mayor

diferencia tiene con respecto al grupo control.
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7.3. Andlisis electroforético

Para esta parte del trabajo, las electroforesis son representativas de cada uno de los
grupos estudiados y se realizaron sus respectivos analisis densitométricos. La intencidén de esta
seccion era saber si la expresion proteica cambia con los diferentes tratamientos y poder
considerarlo para proximos trabajos similares. Las densitometrias se realizaron para describir
mejor lo que se observa en el gel, por lo que el analisis y discusion de esta parte del proyecto

es cualitativo y no cuantitativo.

Como observamos en los resultados anteriores se presentan cambios en el CR y la
fluidez membranal que son producidos tanto por la diabetes como por los tratamientos con
AGw3. Sin embargo, el comportamiento de estos &acidos grasos es diferente para los grupos
normoglucémicos y los grupos diabéticos, por lo que surge la duda de si entre los efectos, tanto
de la diabetes como de los mecanismos de accion de los acidos grasos omega 3, puedan
generarse cambios en las proteinas mitocondriales (y de la membrana mitocondrial) que
puedan estar influyendo en estos pardmetros. Por esta razén, se llevd a cabo un andlisis
electroforético que permiti6 obtener el perfil proteico de las mitocondrias de los grupos
diabéticos y normoglucémicos sin tratamiento y con tratamiento a 1, 3 6 7 dias a la semana de
AGw3. El andlisis densitométrico de los geles nos permiti6 conocer si existen cambios
importantes en los componentes proteicos de las mitocondrias que se podrian tomar en cuenta
para préximas investigaciones e incluir otros métodos y técnicas que nos permitan obtener
informacién precisa de los cambios en la totalidad de las membranas mitocondriales,
considerando las proteinas que son componentes importantes de las membranas y que tienen

relacién con la fluidez y la actividad mitocondrial.

Para obtener el perfil proteico se realiz6 una electroforesis desnaturalizante con la que
posteriormente se hizo un analisis densitométrico y se obtuvieron los pesos moleculares,
elaborando una curva de pesos moleculares con los marcadores y la distancia que migraban en

la electroforesis, que describia un comportamiento en potencia (y = cx? ).

En la figura 13 se presentan los perfiles proteicos de los grupos normoglucémicos (CN)
y diabéticos (STZ), para los grupos de 1, 3y 6 meses de edad. Se pueden apreciar en promedio
23 bandas de proteinas en todos los grupos, para el grupo diabético de 6 meses de edad se ve
una banda bien definida que se encuentra entre los 165 KDa, esta banda no se ve en los
demds grupos normoglucémicos, inclusive en los grupos diabéticos de 1y 3 meses de edad no

se ve de forma definida.
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En la figura 14 se presenta el andlisis densitométrico de los geles de poliacrilamida, del
grupo diabético y normoglucémico de un mes de edad, se ve el mismo nimero de bandas para
ambos grupos, y el analisis densitométrico muestra una mayor expresion de proteinas para el
grupo diabético respecto al control teniendo un promedio de 1.2 en VC. Se ve una banda muy
tenue en 165KDa, casi imperceptible en la figura 14 para las ratas diabéticas, sin embargo, en
el andlisis densitométrico se identifica tanto para el grupo control, como para el grupo diabético

teniendo este Ultimo una mayor expresion de proteina por casi 2 veces.
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Figura 13. Perfil electroforético (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de los grupos normoglucémicos y
diabéticos sin AGw3 de 1, 3 y 6 meses de edad. Se muestra el marcador con los pesos moleculares del
lado izquierdo (carril 1) y marcado con una flecha las bandas que corresponden a las proteinas que
cambiaron con respecto al grupo control de 1 mes de edad.

En la figura 15 se muestra el analisis densitométrico de los geles de poliacrilamida de
los grupos normoglucémicos de 1,3 y 6 meses de edad, en donde se aprecia que el promedio
de las VC tanto para los grupos de 3 y 6 meses de edad es de 1.2 comparadas con el grupo de
1 mes de edad, sin embargo, vemos que para el grupo de 3 meses de edad 2dos bandas

muestran picos en las VC que se encuentran en 50 y 165 KDa, lo que indica que el grupo de 3
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meses de edad tiene 1.8 veces mas expresion de la proteina de 165KDa y en cuanto a la

proteina de 50 KDa en el analisis densitométrico no se detecto.

En cuanto a la figura 16 donde se muestra el andlisis densitométrico de los geles de
poliacrilamida de los grupos diabéticos de 1,3 y 6 meses de edad y las VC que estos grupos
tienen con respecto al grupo normoglucémico de 1 mes de edad, se aprecia que al igual que los
grupos normoglucémicos el promedio de bandas que conforman el perfil proteico es de 23 y el
promedio de las VC tanto para los grupos de 3y 6 meses de edad es de 1.1. Para el grupo de 3
meses de edad se ve que las VC permanecen homogéneas, sin embargo, no se percibe la
banda de 50KDa y sé6lo se observa un pico en la proteina de 165 KDa que tiene 1.7 veces
mayor expresion, comportamiento similar para el grupo de 6 meses, que las VC permanecen
homogéneas sin embargo, este grupo presenta una mayor expresion de la proteina de 165 KDa

de 3.8 veces, aparte de tener 2.1 veces mas expresion de una proteina de 35 KDa.

Estos resultados indican que el modelo de diabetes que se indujo afecta el perfil
proteico, sin embargo, so6lo para algunas proteinas, como por ejemplo, la proteina de 165 KDa
en donde, se ven cambios relacionados con la patologia y la edad, a diferencia de los grupos
suplementados, donde se presentan cambios en varias proteinas del perfil proteico, por lo que
podemos asegurar que los cambios en la expresién de proteinas que se pueden presentar en
los grupos con los diferentes tratamientos de AGw3, son resultado de la suplementacion de

estos acidos grasos y no por un efecto del modelo de diabetes o de la edad.
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Figura 14. Densitometria del perfil proteico de los grupos normoglucémicos y diabéticos sin AGw3 de 1mes de edad y Veces de Cambio respecto al

grupo control (VC).
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Figura 15. Densitometria del perfil proteico de los grupos normoglucémicos sin AGw3 de 1, 3 y 6 meses de edad y Veces de Cambio respecto al

grupo control (VC).
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Figura 16. Densitometria del perfil proteico de los grupos diabéticos sin AGw3 de 1 3 y 6 meses de edad y Veces de Cambio respecto al grupo

control (VC).
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Figura 17. Perfil electroforético (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de los grupos normoglucémicos y
diabéticos sin y con AGw3 por 1, 3y 7 dias a la semana, de 3 meses de edad. Se muestra el marcador con
los pesos moleculares del lado izquierdo (carril 1) y marcado con una flecha las bandas que corresponde
a las proteinas que cambiaron con respecto al grupo control.

En la figura 17 se presentan los perfiles proteicos de los grupos normoglucémicos (CN)
y diabéticos (STZ), de 3 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento por 1, 3y 7 dias a la
semana con AGw3. En esta figura se puede apreciar un promedio de 23 bandas de proteina
para todos los grupos, se observa también que las bandas correspondientes a las proteinas con
mayor peso molecular como las de 165, 150, 122 y 99 KDa de los grupos con suplemento de
AGw3 se ven diferentes a las del grupo control, apreciandose con mas claridad en el grupo
normoglucémico con suplemento de AGw3 3 dias a la semana (CN 3d-3m) y el grupo diabético
con suplemento de AGw3 7 dias a la semana (STZ 7d-3m).

En la figura 18 se muestra el andlisis densitométrico de los geles de poliacrilamida de
los grupos normoglucémicos de 3 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento a 1, 3y 7
dias a la semana con AGw3. En esta figura se observa que los grupos con tratamientos de
AGw3 alteran la presencia de algunas proteinas dentro del perfil proteico, sin cambiarlo por
completo, manteniendo promedios en las VC cercanos a 1 para los grupos de 1, 3y 7 dias a la
semana con suplementacion de AGw3, teniendo promedios de 0.92, 111 y 0.84
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respectivamente, lo que nos indica homogeneidad en la mayoria de las proteinas que se
encuentran en la mitocondria, sin embargo, hay proteinas que cambian significativamente ya
que muestran una menor 0 mayor expresion con relacion al grupo control, en su mayoria son
las de mayor peso molecular, como se ve para la proteina de 165 KDa que tiene 3.63 veces
mayor expresion para el grupo con AGw3 3 dias a la semana (CN 3d-3m), la proteina de 150
KDa presenta una mayor expresion por 1.65, 3.54 y 1.66 para todos los grupos suplementados
desde 1, 3y 7 dias a la semana. Otras proteinas que muestran cambios importantes para todos
los grupos son la de 122 y 99 KDa, ya que estas tienen una menor expresion, por 0.35 y 0.48
para el grupo con suplemento 1 dia a la semana (CN 1d-3m), de 0.41 y 0.52 para el grupo con
suplemento 3 dias a la semana (CN 3d-3m), finalmente de 0.38 y 0.42 para el grupo con
suplemento 7 dias a la semana (CN 7d-3m). En cuanto al grupo con suplemento 1 dia a la

semana (CN 1d-3m) presenta 0.20 veces menos proteina de 33 KDa.

En la Figura 19 se muestra el andlisis densitométrico de los geles de poliacrilamida de
los grupos diabéticos de 3 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento de 1, 3y 7 dias a
la semana con AGw3. Se observa que la diabetes altera la expresion disminuyendo 0.68 veces
el promedio de las VC en el grupo diabético sin AGw3 (STZ 3meses) en relacion al grupo
control. En general se observa una menor expresiéon de proteinas para todos los grupos
diabéticos con tratamientos de 1,3 y 7 dias a la semana con AGw3 en comparacion al grupo
control, en el caso del grupo con AGw3 un dia a la semana (STZ 1d-3m) el promedio de las VC
es de 0.42, por lo que vemos una disminucion considerable de la expresion de proteinas,
indicando que la suplementacion de los acidos grasos no tiene efecto considerable para este
grupo, sin embargo, para el grupo de 3 dias a la semana (STZ 3-3m) y el de 7 dias a la semana
con AGw3 (STZ 7-3m) cuyo promedio de VC es de 0.75 y 0.97 respectivamente, se acercan a
1, lo que indica que los AGw3 tienen un efecto considerable sobre la expresion de proteinas,
llevando a estos grupos diabéticos a condiciones similares a las del grupo control. Dentro de los
perfiles proteicos las proteinas con mayores cambios en su expresion, son las que tienen mayor
peso molecular, comportamiento parecido al de los grupos normoglucémicos, sin embargo, para
estos grupos diabéticos también hay cambios importantes para proteinas con menor peso
molecular, como se ve, para las proteinas de 20, 33 y 83 KDa que tienen una menor expresion
proteica para los grupos con 1 y 3 dias de tratamiento y el grupo diabético sin AGw3, que va
desde 0.13 a 0.66 veces menor expresion proteica en relacion al grupo control, sin embargo, el
grupo con 7 dias de tratamiento tienen una expresion proteica cercana al grupo control para las
proteinas de 33 y 87 KDa con un valor de VC de 0.90 y para la de 20 KDa de 0.55. En cuanto a

las proteinas con mayor peso como la de 165 KDa en el caso del grupo con 7 dias de

57



tratamiento que tiene una mayor expresion de 2.73 veces que el grupo control, contrario a lo
que pasa con los grupos con 1y 3 dias de tratamiento, que tienen una menor expresion de 0.70
y 0.74 VC. Para la proteina de 150 KDa todos los grupos presentan una mayor expresion en
comparacion al grupo control, siendo el grupo con 7 dias de tratamiento con 3.82 VC el mayor,
seguido por el grupo con 3 dias a la semana con 1.36, después el grupo con 1 dia a la semana
con 1.28 y por ultimo el grupo diabético sin tratamiento con 1.15, finalmente se observa una
menor expresion para las proteinas de 99 y 122 KDa que va de 0.17 a 0.44 para todos los
grupos diabéticos en comparacion al grupo control.

Como se vio en los resultados anteriores de los grupos normoglucémicos y diabéticos de
3 meses de edad, la expresion de proteinas cambia con la suplementacion de los AGw3, en
especial las proteinas con mayor peso molecular como son las de 165, 150, 122 y 99 KDa. En
cuanto a las proteinas que presentaron mas cambios en su expresion de menor peso molecular
fueron las de 20, 33 y 83 KDa. Para los grupos normoglucémicos vemos que los promedios de
las VC eran cercanos a 1, sin embargo, para los grupos diabéticos presentaban una menor
expresion proteica para todo el perfil, con excepciébn de la proteina con 150 KDa, en
comparacion al grupo control. También podemos observar que en los grupos diabéticos existe
una disposicion a valores cercanos a 1 conforme se aumentan los dias de tratamiento con un
promedio en las VC de 0.97 para el grupo diabético con tratamiento de 7 dias a la semana,
comportamiento interesante ya que los grupos con tratamientos de AGw3 de 1y 3 dias a la
semana tienen valores cercanos a 0 con 0.42 y 0.75 respectivamente que son valores cercanos

al del grupo diabético sin AGw3 con un promedio de 0.68.
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Figura 18. Densitometria del perfil proteico de los grupos normoglucémicos sin y con AGw3 por 1, 3y 7 dias a la semana, de 3 meses de edad y Veces de Cambio

respecto al grupo control (VC).
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Figura 19. Densitometria del perfil proteico de los grupos diabéticos sin y con AGw3 por 1, 3y 7 dias a la semana, de 3 meses de edad y Veces de Cambio respecto

al grupo control (VC).
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Figura 20. Perfil electroforético (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de los grupos normoglucémicos y
diabéticos sin y con AGw3 a 1, 3y 7 dias a la semana, de 6 meses de edad. Se muestra el marcador con
los pesos moleculares del lado izquierdo (carril 1) y marcado con los pesos moleculares del lado izquierdo
(carril 1) y marcado con una flecha las bandas que corresponde a las proteinas que cambiaron con
respecto al grupo control.

En la figura 20 se presentan los perfiles proteicos de los grupos normoglucémicos (CN)
y diabéticos (STZ), de 6 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento por 1, 3 6 7 dias a la
semana con AGw3. Se observa un promedio de 23 bandas de proteina para todos los grupos,
también se percibe una banda en 165 KDa que cambia en todos los grupos, para el grupo
diabético con suplemento de 1 dia a la semana de AGw3 (STZ 1d-6m) es mas perceptible que
en los demas grupos, otras bandas en las que se ven cambios con la suplementacion de los
AGw3 tanto en los grupos normoglucémicos como diabéticos con respecto al grupo control son

las de mayor peso molecular como en las de 71, 58 y 43 KDa.

En la figura 21 se muestra el analisis densitométrico de los geles de poliacrilamida de
los grupos normoglucémicos de 6 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento por 1, 36 7
dias a la semana con AGw3. En esta grafica se ve una mayor expresion de las proteinas de las
mitocondrias de ratas diabéticas a las del grupo control, con un promedio de VC de 1.96,
también se observa que los AGw3 cambian la expresion de las proteinas de todos los pesos
moleculares en el perfil y se observa un disposicion en la mayoria de las proteinas de aumentar
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la expresion conforme se aumentan los dias de suplementacion, con excepcion de las proteinas
de 14, 20, 22, 24, 59 y 87 KDa, en donde no esta claro este comportamiento, sin embargo, en
los promedios de las VC con respecto al control esta predisposicion se ve claramente, teniendo
para el grupo con suplementaciéon 1 dia a la semana un promedio en las VC de 1.35, para el
grupo con suplementacion 3 dias a la semana de 1.55 y para el de 7 dias a la semana de 2.04.
Como vimos en las graficas anteriores para los grupos de 3 meses de edad, las proteinas con
méas modificaciones son las de mayor peso molecular; como la proteina de 165 KDa que es la
que presenta una mayor expresion para todos los tratamientos de AGw3 de 1, 3y 7 dias a la
semana, con VC de 2.11, 2.78 y 4.37 respectivamente. Otras proteinas que presentan los picos
mas altos en las VC en la grafica y que por tanto se expresan mas que el grupo control para
todos los tratamientos de 1, 3 y 7 dias a la semana de AGw3 son, la de 71 KDa con VC de
1.95,2.25y 2.71, la de 36 KDa con VC de 1.35, 2.05 y 2.55 y por ultimo la de 16 KDa con VC
de 1.23, 1.41 y 1.84 respectivamente.

En la figura 22 se muestra el analisis densitométrico de los geles de poliacrilamida de
los grupos diabéticos de 6 meses de edad, sin tratamiento y con tratamiento de 1, 3y 7 dias a
la semana con AGw3. Se ve que el grupo diabético tiene un promedio de VC de 1.96 en
comparacion al grupo control. En general se puede ver que a diferencia de las graficas de 3
meses de edad donde la expresion de la mayoria de las proteinas era menor a la del grupo
control, las proteinas de los grupos diabéticos de 6 meses de edad presentan una mayor
expresion proteica a comparacion del grupo control, como se ve en el andlisis densitométrico
para todas las proteinas, este es menor a los grupos suplementados con AGw3, pero no en
todos los casos en el grupo diabético sin suplementacién. También se ve una constante en los
promedios de las VC con respecto al control de disminuir conforme se aumentan los dias de
suplementacion, teniendo de esta forma que para los grupos con suplementacién de AGw3 1, 3
y 7 dias a la semana, cuentan con promedios en las VC de 2.66, 2.06 y 1.24 respectivamente.
Igual que en gréficas anteriores vemos una mayor expresion para la proteina de 165 KDa que
presenta VC de 5.65, 16.77, 4.04 y 1.28 respectivos a los grupos diabéticos sin AGw3 y
diabéticos con suplementacién de AGw3 1, 3 y 7 dias a la semana. Otras proteinas que
presentan una mayor expresion que el grupo control para todos los tratamientos de 1, 3y 7 dias
a la semana de AGw3 y el grupo diabético sin AGw3 son, la de 71 KDa con VC de 3.60, 2.76,
1.27 y 2.49, la de 36 KDa con VC de 2.21, 2.46, 1.55 y 1.81 y por ultimo la de 18 KDa con VC
de 1.89, 2.38, 1.17 y 2.24 respectivamente.
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Figura 21. Densitometria del perfil proteico de los grupos normoglucémicos sin y con AGw3 por 1, 3 y 7 dias a la semana, de 6 meses de edad y

Veces de Cambio respecto al grupo control (VC).
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Figura 22. Densitometria del perfil proteico de los grupos diabéticos sin y con AGw3 por 1, 3y 7 dias a la semana, de 6 meses

de edad y Veces de Cambio respecto al grupo control (VC).
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8. DISCUSION

La DM2 es un sindrome en el que, quien lo padece sufre de un deterioro
progresivo, ya que el control glucémico tiende a empeorar con el paso del tiempo, debido
a que el trastorno central es la resistencia de todos los tejidos periféricos a la accién de la
insulina, ya sea por defectos en su sintesis, a causa de modificaciones del receptor, a
alteraciones en los mecanismos intracelulares de accion de esta hormona o porque se
produce en bajas concentraciones; la DM2 es un sindrome que puede pasar
desapercibido por muchos afos, por lo cual los modelos experimentales son importantes
para conocer aspectos fundamentales de la enfermedad ya que permiten simular algunos
fendmenos que contribuyen al conocimiento de los factores fisioldgicos, bioquimicos y
ambientales que predisponen a ella (Amaya-Chavez et al., 2007; Lyra et al., 2009). Uno
de los modelos quimicos que se usan para inducir diabetes tipo 2 es la destruccion
quimica de los islotes con estreptozotocina, que es un buen modelo para los estudios de

hiperglicemia aguda.

El modelo de DM2 inducida por estreptozotocina implementado en éste proyecto
fue analizado en la tesis de Vicentefio (2018), en la que se midieron los principales
parametros bioquimicos como glucosa sanguinea, colesterol y triglicéridos sanguineos,
asi como también se analizé la composicion de acidos grasos de fantasmas de eritrocitos.
El modelo diabético muestra concentraciones de glucosa mas alta que el grupo control al
mes de edad, presentando alteraciones metabdlicas a una temprana edad, se puede ver
que el control de la glucosa para los grupos inducidos a diabetes presenta alteraciones,
ya que se presentd un incremento progresivo de la glucosa sanguinea y heterogeneidad
en las concentraciones de la glucosa de estos grupos, lo que indica el desarrollo
progresivo de la diabetes, caracteristico de la DM2, resultados que se pueden ver en las

curvas de tolerancia a la glucosa que se presentan en la mencionada tesis.

El financiamiento para la prevencién y tratamiento de la diabetes es insuficiente;
este sindrome crece con mayor rapidez en las ciudades de paises con ingresos bajos y
medios, por lo que actualmente se buscan tratamientos alternativos o suplementarios a
los ya existentes y con ello reducir gastos para el tratamiento de la diabetes y/o
sobrellevar los efectos secundarios de los tratamientos ya existentes. El uso de productos
con AGw3, como el acido a-linolénico precursor de EPA y el DHA, es cada vez mas,

frecuente incluso por personas que no padecen de algin sindrome, porque se cree que
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€s una estrategia efectiva para prevenir varias enfermedades cardiovasculares, mentales,
inflamatorias, la obesidad, y el cancer (Tajuddin et al., 2016); sin embargo, el uso de estos
acidos grasos es controversial ya que se desconocen los mecanismos por los cuales
actian en el metabolismo de la glucosa y los cambios fisicoquimicos en la membrana.
Como se pudo observar en la tesis de Vicentefio, (2018) la suplementacién con &cido a-
linolénico a cualquier dosificacion, ayudd a regular la concentracién de triglicéridos en
sangre, reguld la glicemia y previno la pérdida de peso. Sin embargo, para los grupos
normoglucémicos la concentracion de triglicéridos aumentd, retrasé el control de la
glicemia y gener6 una tendencia hacia el sobrepeso, aunado, a que no hubo efectos
significativos para el control de colesterol. Todo lo anterior nos indica que los cambios
generados en el metabolismo de lipidos dependen de la condicion del individuo que los
esta ingiriendo ya que no se generaran los mismos efectos en las ratas inducidas a
diabetes que en las normoglucémicas. Asi, consideramos que es importante conocer los
cambios fisicoquimicos que suceden en la membrana mitocondrial y los cambios en la
expresion genética, ya que como se vio en la introduccion las mitocondrias juega un papel

central en algunas funciones celulares.

8.1. Actividad mitocondrial

En este trabajo se pudo ver que cuando la diabetes se esta estableciendo, es decir
a un mes de edad, el dafio que sufren las mitocondrias en su respiracion es importante ya
gue en las ratas jovenes inducidas a diabetes se observa que, aunque tienen un mayor
consumo de oxigeno, tanto en estado 3 como en el estado 4, el control respiratorio (CR)
disminuye. Un comportamiento parecido ha sido descrito en otros trabajos, por ejemplo
Figueroa-Garcia et al, (2015) encontraron una disminucion del 32.2% en el CR de
mitocondrias de placenta de ratas hiperglicémicas, pero también tuvieron un mayor
consumo de oxigeno en los estados 3 y 4. En ambos casos, esto significa una pérdida de
la funcién mitocondrial, pero en el caso de Figueroa-Garcia et al, (2015) lo explican como
un fendmeno derivado principalmente del aumento en la lipoperoxidacion a consecuencia
del aumento de la glicemia. En este trabajo, la medicién de la lipoperoxidacién corrié a
cargo de Perusquia (2018) quien también encontré un aumento en la lipoperoxidacion de
las ratas inducidas a diabetes, por lo que esta explicacion también parece valida en este
trabajo. Adicionalmente, Pérez-Hernandez et al (2017) reportan que en ratas de un mes

de edad inducidas a diabetes, cuando la lipoperoxidacién aun no es significativamente
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mayor a la de los grupos controles, si hay un aumento en el CR. Los autores de ese
trabajo (Pérez-Hernandez et al.,, 2017) sugieren que dicho aumento en el CR

posiblemente fue derivado del aumento en la fluidez de las membranas mitocondriales.

Es posible que la DM proporcione a la membrana mitocondrial un aumento del
potencial de membrana como consecuencia de glicacion de lipidos y proteinas de
membrana, por la alta concentracion crénica de la glucosa, por lo que se alteraria la forma
en que el citocromo c puede interactuar con las subunidades del complejo IV (COX). Una
interaccion alterada del citocromo/c-COX podria afectar el suministro de electrones por
parte del primero y, como consecuencia, la utilizacion de oxigeno por el segundo (Friday
et al., 2017).

Friday et al, (2017) observaron que la disminucion de la actividad del complejo IV
de las mitocondrias del higado de ratas con DM2, a diferentes edades, podria estar
vinculada a la estructura alterada de la membrana, que sufre transformaciones sutiles
causadas por la patologia, a medida que los animales envejecen, lo que concuerda con lo
visto para los animales STZ donde se vio la disminucién de la respiracion en estado 3
para los grupos de 3 y 6 meses de edad con respecto al grupo control, y una constante a
disminuir el CR con el aumento de la edad, para estos mismos grupos diabéticos, lo que
se podria explicar con dichas transformaciones de la membrana, que afectan al complejo
4 y posiblemente a todas las proteinas de la cadena transportadora de electrones, y de
esa forma cambian su actividad. Un mal funcionamiento por la utilizacion del oxigeno,
podria producir ROS en lugar de agua y la generacién de estos ROS son los que podrian
dafiar el transporte de electrones, proteinas membranales e incluso y la propia
membrana, lo que afecta aln mas la utilizacion de oxigeno (Friday et al., 2017).
Explicacion que concuerda con los resultados obtenidos de lipoperoxidacion ya que
vemos que los grupos STZ tienen significativamente una mayor concentracion de MDA en
comparacion a sus respectivos grupos controles, también podemos apreciar el dafio
progresivo con respecto al desarrollo de los animales, ya que para los grupos diabéticos
la concentracién de MDA al mes de edad va de 8.02 terminando con 15.75 n mol/mgProt

para los grupos de 6 meses (Perusquia, 2018).

Se ha visto que el consumo crénico de una dieta rica en grasas provoca cambios
en la bioenergética de las mitocondrias como lo reportado con las mitocondrias hepaticas

de ratones alimentados durante 16 semanas con este tipo de dieta, disminuyeron la
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respiracion y las actividades respiratorias complejas (Mantena et al., 2009). Resultados
gue concuerdan con lo visto en este trabajo, ya que tanto para las ratas de 3 y 6 meses
de edad, normoglucémicas con la administracion de AGw3 el CR disminuyo
significativamente con respecto a sus controles. Lo que resulta interesante es que esta
disminucion del CR se observé con cualquier dosis suministrada de AGw3, incluso con la
de 1 dia a la semana.

Eccleston et al, (2011) tras observar el aumento del estado 4 mitocondrial, en el
higado de ratones con una dieta rica en grasa, por 16 semanas. Proponen que el
consumo crénico de una dieta rica en grasa conduce a un desacoplamiento de las
mitocondrias, como una condicion adaptativa que puede ser utilizada para disipar la
generacion de oxidantes mitocondriales. Se concluy6 que las tasas de respiracion estan
asociadas con niveles mas bajos de ROS en las mitocondrias del higado, por lo que, se
cree que la formacion de ROS es dependiente del potencial de membrana y esta unida al
superoéxido producido por la fuga de electrones de la cadena respiratoria, las mitocondrias
seran menos capaces de conservar el gradiente de H" generado a través de la membrana
interna; por lo tanto, las mitocondrias estan desacopladas, atenuando la produccién de
lipoperoxidos pero disminuyendo la eficacia de la sintesis de ATP. Esta propuesta
coincide con lo visto en los grupos de 6 meses de edad normoglucémicos en este trabajo,
ya que, para las dosificaciones de 3 y 7dias a la semana, se vio un aumento del doble
para el estado 4 mitocondrial junto con la disminucién del CR y de la concentracién de la
lipoperoxidacién, en comparacion a su grupo control, sin embargo, para las ratas de 3
meses de edad el comportamiento del estado 4 y lipoperoxidacion es diferente, sin
embargo entre mayor sea la frecuencia de administracion de acidos grasos omega 3,
menor es el control respiratorio. Para el comportamiento del grupo de 3 meses, se le
atribuye a la etapa de desarrollo del animal, en la cual existen varios cambios hormonales,
porque los animales alcanzan la madurez sexual, lo que podria estar atribuyendo
caracteristicas diferentes a la mitocondria, teniendo resultados heterogéneos y que no
marcan alguna tendencia clara para la actividad mitocondrial, incluso vemos esta
variacion en los resultados, para los demas parametros estudiados en este trabajo. Sin
embargo, con los resultados presentados podemos decir, que la suplementacion de
AGw3 de manera moderada y cronica a animales normoglucémicos afecta negativamente

a la bioenergética de las mitocondrias del higado.
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Contrario a lo ocurrido con los animales normoglucémicos, para los grupos de
animales STZ, los resultados con respecto a actividad mitocondrial y lipoperoxidacion
apuntan a tener un efecto positivo, normalizando la bioenergética de las mitocondrias del
higado, afectando benéficamente, ya que se aprecia en los animales de 6 y 3 meses de
edad CR similares o cercanos al grupo control. En cuanto a los animales de 6 meses de
edad los valores tanto para el estado 3 y 4, CR, OPR vy lipoperoxidacion similares o
cercanos al grupo control, incluso no existen diferencias significativas entre los grupos con
las diferentes dosificaciones y el control, sin embargo lo que si se puede apreciar son
diferencias significativas entre estos grupos suplementados y el grupo diabético.
Resultados que podrian estar apoyando a Ganapati y Roy (2016) quienes concluyen que
los AGw3 son capaces de mejorar significativamente el metabolismo lipidico y fluidez
membranal en ratones diabéticos, ya que, se cree que reduce el estrés oxidativo al
aumentar las concentraciones de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y disminuyendo la
actividad de la 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) y la 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintasa (HMG-CoA sintasa), sustentando los beneficios

terapéuticos de los acidos grasos omega-3 en pacientes con DM2.

8.2. Fluidez membranal

Waczulikova et al, (2000) observaron disminucion de la fluidez membranal en
eritrocitos de pacientes diabéticos adultos, en comparacién a su grupo control. Estos
datos son consistentes con las mediciones de la polarizacion a temperaturas fijas, para
los grupos de 1 y 6 meses de edad. Para tres meses de edad esas diferencias no son
claras. Sin embargo, en este trabajo, se realizé el andlisis termotrdpico de las membranas
de mitocondria de higado y los resultados indican que las Ea son menores para las ratas
diabéticas, que el grupo control, indicando un aumento de la fluidez membranal para el

grupo diabético.

En este trabajo se considera que la ecuacion de Arrhenius representa mejor las
caracteristicas termotropicas de las membranas mitocondriales, puesto que esta describe
el comportamiento general de todas las mediciones de polarizacion a diferentes
temperaturas y los gréaficos presentados nos ayudan a entender mejor los cambios de
comportamiento en las dos fases de la membrana (fase gel y fase liquido-cristal)

conforme cambia la temperatura.
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Las propiedades fisicas de las moléculas que componen a las membranas,
dependen de la estructura quimica de sus componentes, por lo cual la fluidez membranal
depende de la temperatura, asi como se explicé en la introduccion, de acuerdo con
algunos autores, el cambio en la fluidez de las membranas depende del tejido celular y del
organelo que se esté estudiando, por ejemplo en el trabajo de Pérez-Hernandez et al,
(2010) concluyé que la DM2 combinada con hipertension, disminuye la fluidez membranal
de fantasmas de eritrocitos, que es derivada principalmente de los cambios de los acidos
grasos. Resultado que confirman lo dicho por Waczulikova et al, (2000) y lo visto por
Ganapati y Roy (2016) quienes observan una disminucion de la fluidez en los tejidos de
ratones diabéticos cuando se compara con el control, pero contrastan con lo encontrado
por Figueroa-Garcia et al, (2015) en donde observa un aumento de la fluidez membranal
de mitocondrias de placenta. Sin embargo, en estos trabajos se demuestra que los
cambios fisicoquimicos de las membranas, de cualquier tejido celular, se encuentran
directamente correlacionados con la composicion de los acidos grasos. Posiblemente se
deba al empaqguetamiento de los lipidos en la membrana, ya que, se ha visto que los
cambios en el perfil de lipidos, también se reflejan en la fluidez. Posiblemente se explique
debido a que el aumento de la concentraciéon de glucosa en la sangre, conduce a un
metabolismo lipidico celular alterado y al empaquetamiento de lipidos de la membrana

modificada, que puede influir en la fluidez de la membrana (Ganapati y Roy, 2016)

Podemos ver en los gréaficos de polarizacién en la parte de anexos, que la fluidez
cambia de acuerdo a las diferentes etapas del desarrollo del animal. Para los grupos
controles no es significativo este cambio, sin embargo, para los grupos diabéticos los
cambios en la polarizacién y el gréfico de Arrhenius son significativamente diferentes
entre si, posiblemente por efecto de la progresion de la enfermedad. Se puede observar
gue para los animales de un mes de edad la polarizacibn es mayor al grupo control,
indicando que efectivamente la diabetes altera la fluidez membranal, sin embargo, a los
tres meses de edad los grupos diabéticos se acercan un poco al comportamiento de su
grupo control. Lo que hace pensar que para los animales de 3 meses de edad el parecido
con su grupo control, es resultado de la homeostasis, que intenta revertir el dafio
provocado por induccion de la diabetes con la STZ. Dicha homeostasis se ve totalmente
alterada en los grupos diabéticos de 6 meses de edad, quienes, incluso presentan
diferencias significativas con los demas grupos diabéticos, lo que posiblemente sea el

reflejo de la progresion de la enfermedad, ya que de acuerdo a Rull et al (2009) la DM2
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inducida por resistencia, es progresiva con grados variables de resistencia a la insulina,
donde inicialmente este evento es compensado por el pancreas manteniendo las
concentraciones glucémicas adecuadas y conforme el sindrome avanza se conduce a
estados progresivos de hiperglucemia, que de acuerdo a Zorzano et al (2004) la
fisiopatologia podria estar asociada entre la morfologia mitocondrial y el metabolismo

mitocondrial.

En cuanto a la fluidez que describe las Ea’s, nos indican una mayor fluidez para
los grupos diabéticos de 1,3 y 6 meses de edad, en comparaciébn a sus respectivos
grupos controles, sin embargo, la Ea necesaria para los cambios de transicion de fases
son muy similares, indicando que para esa region de la membrana, no se distinguen
claramente los cambios de fase. También observamos que la transicion de fases para los
grupos diabéticos sucede a una menor temperatura que para los grupos controles, lo que
nos confirma el aumento de fluidez, sin importar la etapa de desarrollo de los animales.
Resultados que concuerda con Pérez-Hernandez et al, (2017) quien encuentra una mayor
fluidez para las ratas diabéticas, mencionando que este aumento en la fluidez es debido a
los cambios fisicoquimicos que se dan en la membrana mitocondrial de ratas diabéticas.
Donde el aumento del cociente U/S (acidos grasos insaturados/acidos grasos saturados),
conducen al aumento del control respiratorio, sin embargo, s6lo se puede coincidir, en que
el cambio de fluidez es debido a los cambios fisicoquimicos. Al contrario a lo que reporta
Pérez-Hernandez et al (2017) los resultados del presente estudio indican una disminucion
del cociente U/S (resultados presentados en la tesis de Perusquia, 2018) y una
disminucién del CR, comportamiento que se ve en las diferentes etapas del desarrollo del
animal en las mitocondrias hepaticas. En cuanto a la lipoperoxidacion observamos un
aumento significativo de MDA para los animales de 1, 3 y 6 meses de edad, coincidiendo
todos estos resultados con lo observado por Figueroa-Garcia et al (2015) quien dice que
el aumento de la fluidez membranal en ratas diabéticas, causas una disminucion de la

actividad mitocondrial y aumento de la lipoperoxidacion.

Para lo visto con la suplementacién de los AGw3, se aprecia que a una menor
concentracion de AGw3 en las membranas celulares conduce a cambios en la
composicion de acidos grasos, fosfolipidos y propiedades fisicoquimicas de la membrana
plasmatica y disminuye su fluidez, que de acuerdo, a lo observado por Ganapati y Roy en
el 2016 la suplementacion con aceite de pescado rico en AGw3 aumento la fluidez de la
membrana en el higado, rifidn y tejido del corazon hacia la observada en animales no
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diabéticos, resultados que en este trabajo coinciden, con lo visto, para los animales de 3
meses de edad donde se ve que los AGw3 llevan a condiciones similares del grupo
control a las ratas diabéticas, sin embargo, en las ratas normoglucémicas los AGw3
provocan una menor fluidez parecida al grupo diabético, en cuanto a los animales de 6
meses de edad este comportamiento solo es similar para las ratas con suplementacion de
1y 3 dias a la semana con AGw3, ya que para los animales con suplementaciéon de 7

dias a la semana la Ea del estado gel es el doble al del grupo control.

8.3. Analisis electroforético

Se estima que hay aproximadamente unas 1500 proteinas diferentes en las
mitocondrias de mamiferos, la mayoria de estas se encuentran formando complejos como
la cadena respiratoria o las translocasas de proteinas mitocondriales. Debido al origen
endosimbidtico, en la mitocondria se alberga un pequefio genoma que codifica
principalmente proteinas que forman parte de las subunidades de los complejos de la
cadena respiratoria y de F1F-ATP sintetasa, 13 y 8 proteinas, en mamiferos y levaduras,
respectivamente, algo menos de 1% del proteoma de este organulo (figura 23). El
restante 99% de las proteinas mitocondriales estan codificadas por genes nucleares,
sintetizadas en ribosomas citoplasmicos y posteriormente transportadas a la mitocondria,
e incorporadas a uno de los cuatro subcompartimientos mitocondriales formados por
membrana externa mitocondrial, espacio intermembrana (IMS), membrana interna
mitocondrial y finalmente matriz mitocondrial (Reinders et al., 2006; Pagliarini et al., 2008;
Fox, 2012).
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Figura 23. Clasificacion de las proteinas mitocondriales identificadas segin su funcidn (Fox,
2012).

Como se vio en los resultados para los perfiles electroforéticos (figuras 14, 18 y
21) el promedio de proteinas que se aprecian en el gel es de 23, por lo que esta lejos de
observarse las 1500 proteinas que se han registrado para las mitocondrias de mamiferos;
esto ocurre debido a que existen dificultades de fraccionar proteinas de membrana para
permitir su analisis protedmico, aparte que muchas de las proteinas no logran ingresar al
gel y se pierden. Otras no se detectan por tincién porque su concentracion es muy baja.
Aproximadamente un tercio de las proteinas codificadas en genomas son proteinas de
membrana hidréfobas, que son muchas de las que podrian ser visualizadas con SDS-
PAGE, por lo que s6lo una combinacion de métodos es capaz de otorgar una vision

imparcial y general del proteoma mitocondrial (Carroll et al., 2006., Reinders et al., 2006).

Durante las dltimas dos décadas, las mejoras continuas en las tecnologias
"Omicas" han impulsado una capacidad cada vez mayor para definir las relaciones entre la
genética, las vias moleculares y los fenotipos generales. A pesar de este progreso, la
mayoria de los factores genéticos que influyen en los rasgos complejos siguen siendo
desconocidos. Esto se ejemplifica mediante el ensamblaje de los supercomplejos
mitocondriales, componentes de la cadena de transporte de electrones, que sigue
estando mal caracterizado, por lo que es importante el uso de estas herramientas

moleculares que ahora son capaces de identificar miles de factores que impulsan diversas
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vias moleculares, sus mecanismos y los fenotipos consiguientes, y contribuyen
sustancialmente a la comprension de los sistemas complejos (Williams et al., 2016). En
este trabajo, hicimos uso de la electroforesis como una herramienta que nos permitiera
conocer si existen cambios importantes en la expresion de proteinas mitocondriales. Con
esto, se obtuvo el perfil general de las proteinas mitocondriales para todos los grupos
estudiados; sin embargo, no se usaron técnicas o métodos para la identificacion de las
proteinas de los andlisis electroforéticos que se realizaron, como un western blot,
cromatografia o un andlisis de péptidos por espectrometria de masas, razon por la cual no
se puede saber con exactitud qué proteinas fueron las que modificaron su expresion. Sin
embargo, se puede suponer las posibles identidades de estas proteinas, mediante los

articulos que han realizado andlisis similares.

En este trabajo se puede inferir la posible identidad de las siguientes proteinas,
uMUP-VIII principal proteina urinaria de 18.7 kDa, piruvato deshidrogenasa beta de 35
kDa, proteina reguladora de glucosa de 58kDa; sarcosina deshidrogenasa de 100kDa;
nitralasa de 30.5 kDa; aldehido deshidrogenasa 2 de 56.5 kDa; subunidad alfa de
flavoproteina de transferencia del electron de 35kDa; ubiquinol-citocromo ¢ reductasa,
polipéptido de hierro-azufre Rieske 1 de 29.3 kDa; alfa-metilacil-CoA racemasa de 39.6
kDa; 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2 de 56.8 kDa; tiosulfato sulfurtransferasa de
33.4 kDa; ATP sintasa, F1 alfa de 59.7 kDa y malato deshidrogenasa de 35.6 kDa
(Eccleston et al., 2011). Para la posible identidad de la proteina de 165 KDa que es la de
mayor importancia para este trabajo, debido a que es la que en los perfiles
electroforéticos cambia drasticamente, podria tratarse de una subunidad SUR tipica de un
canal Katp, que esta ligado a sitios de unién a sulfonilurea dentro de las mitocondrias, se
ha sugerido que en combinacién con subunidades Kir6.0 contribuyen a la diversidad
funcional de los canales Karp (Dang et al; 2005). También podria tratarse de la carbamoil-
fosfato sintetasa 1 (CPS 1) ), que participa la degradacion de aminoacidos y la secrecién
de urea (Corvi et al. 2001), porque se conoce que en la diabetes hay mayor degradacion

de amino&cidos para obtencion de energia.

Las ratas diabéticas tienen una mayor expresion de algunas proteinas, sin
embargo, se menciona que las proteinas que cambian son las de 15 y 45 KDa, del
complejo 1V, proteinas de menor peso molecular de las que se obtuvieron en los perfiles
proteicos de este trabajo, siendo la proteina de 165 KDa la que muestra mas cambios en
este estudio. En general se observa una menor expresion de proteinas para todos los
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grupos diabéticos con tratamientos de 1,3 y 7 dias a la semana con AGw3 en
comparacion al grupo control que de acuerdo a Friday et al, (2017) las ROS generadas en
los complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones contribuyen a la patogénesis
de la diabetes y que en el estado diabético, las proteinas mitocondriales estan alteradas
reduciendo la actividad del complejo IV, lo que posiblemente podria explicar la
disminucion del CR de todos los grupos diabéticos sin suplementacion a diferentes
edades.

Se observd que una dieta rica en grasas puede estar vinculada a cambios en el
proteoma y por lo tanto participar en la disfuncién bioenergética que se produce en
respuesta a la exposicion crénica de estos tipos de dietas. Asimismo, también podria
participar en los cambios en la produccion de ROS mitocondriales (Eccleston et al., 2011).
En este trabajo se perciben algunos cambios en el perfil electroforético de los grupos con
suplementacion de AGw3 tanto en los grupos diabéticos como normoglucémicos; y como
vimos anteriormente, también se encontraron cambios en la lipoperoxidacion, lo que
confirma que la exposicién a una dieta rica en grasa esta vinculada a cambios en el

proteoma, lo cual altera la bioenergética de la mitocondria.

Para los grupos normoglucémicos suplementados con AGw3 de 3 meses de edad,
se observaron cambios en las bandas correspondientes a las proteinas con mayor peso
molecular como las de 165, 150, 122 y 99 KDa en comparacion al grupo control, mientras
que en los animales de 6 meses de edad se pudo observar que los AGw3 cambian la
expresion de las proteinas de todos los pesos moleculares en el perfil, teniendo una
constante en la mayoria de las proteinas de aumentar la expresion conforme se aumentan
los dias de suplementaciéon, con excepcién de las proteinas de 14, 20, 22, 24, 59 y 87
KDa. En los grupos diabéticos, tanto para los animales de 3 y 6 meses de edad, existe
una disposicién a valores cercanos a la unidad conforme se aumentan los dias de
tratamiento, lo que nos habla de valores cercanos al grupo control o “cercanos a lo
normal”. Asi por ejemplo, para el grupo con 7 dias de suplementacion de AGw3 se tiene
un perfil proteico similar al del grupo control. Los AGw3 podria ser responsables de un
efecto proteolitico y regulacion del metabolismo de los lipidos mediante la regulacion de
los genes clave SREBP1 (que controlan la expresion de numerosos enzimas necesarias
para la sintesis de colesterol, &cidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos) y PPARa
(Ganapati y Roy, 2016). Los PPAR podrian ser uno de los primeros sitios blanco de los
AGw3 para mantener la homeostasis de los lipidos en el cuerpo mediante diferentes
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mecanismos (Poudyal et al., 2011). Por ejemplo, existen elementos de respuesta PPAR-a
funcionales en los genes que codifican para la acil-CoA oxidasa peroxisomal (Varanasi et
al., 1996), CPT (Brandt et al., 1998), HMG-CoA sintasa (Rodriguez et al., 1994) y
proteinas de desacoplamiento mitocondrial.

Como observamos en este trabajo, las mitocondrias hepaticas sufrieron cambios
tanto por la inducciébn de la DM2, como por los distintos tratamientos de AGw3,
(independientemente de si eran animales inducidos a DM o0 normoglucémicos); cambios
que van desde el peso de los animales, la glucosa sanguinea, el metabolismo de lipidos,
la composicién de membrana y la lipoperoxidacién, hasta el cambio tanto en la actividad
mitocondrial, la fluidez membranal y el perfil proteico, este ultimo de gran importancia ya
que tiene diversas implicaciones para toda la célula y por consiguiente para todo el
organismo. Por ejemplo, podemos encontrar que la homeostasis y el recambio de las
proteinas mitocondriales dependen mayoritariamente del transporte desde el citoplasma
de las diferentes proteinas por lo que, los procesos de transporte de proteinas resultan
cruciales para la biogénesis y el mantenimiento de la funcién mitocondrial, sin embargo,
los mecanismos moleculares de estos procesos no estan completamente establecidos y
se ha visto una posible co-evolucion de los mecanismos de transporte, de proteinas
mitocondriales y los complejos de la cadena respiratoria, o que parece tener relacion con
la morfologia y dindmica mitocondriales, un ejemplo es la Mdm10 (proteina B-barril de la
membrana mitocondrial externa) que no sélo se localiza en el complejo SAM (magquinaria
de asociacion y ensamblaje de la membrana externa), sino que es una de las
subunidades del complejo de morfologia y dindmica mitocondrial, o MDM (Mitocondrial
Dynamics and Morphology), encargado de mantener la morfologia mitocondrial y de
proporcionar la distribucién de las mitocondrias entre la célula en division (Gebert et al.,
2011., Yamano et al., 2010).

Los cambios en el proteoma mitocondrial estan fuera del alcance del presente
estudio, ya que solo se pudo observar el perfil proteico general y no se alcanzaron a
analizar las identidades de las proteinas por lo que es importante mencionar la
importancia que tiene la necesidad de estudiar a detalle los mecanismos de regulacion de
fosfolipidos de membrana ya que los cambios en el perfil proteico que se observaron en
este trabajo, nos sugieren un papel importante para los AGw3 tanto para una dieta
adecuada en sujetos normoglucémicos como en la diabetes, ya que, como vimos se
sugiere la modificacion en una variedad de procesos celulares.
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9. CONCLUSIONES

o En la respiracién mitocondrial disminuye el CR por efecto de la diabetes. El
tratamiento con los acidos grasos omega 3 mejora el CR para las ratas
diabéticas de 6 meses de edad, pero tiene el efecto contrario en el grupo de
ratas normoglucémicas.

e El andlisis termotropico de las membranas mitocondriales indica que a temprana
edad (1 mes) la diabetes aumenta la fluidez membranal; con el paso del tiempo,
la diabetes disminuye la fluidez membranal (6 meses). El tratamiento con los
acidos grasos omega 3 en ratas diabéticas no parece tener un comportamiento
anico. En ratas normoglucémicas en términos generales aumenta la energia de
activacion, lo que significa la disminucién de la fluidez membranal.

e En general la expresiéon de proteinas de mitocondria es modificada, tanto en
ratas diabéticas como normoglucémicas, por la administracion de acidos grasos
omega 3. Sin embargo, para las ratas diabéticas de 6 meses la expresién de
proteinas se ve normalizada con respecto al grupo control.

e Las ratas diabéticas de 1, 3 y 6 meses presentaron cambios particularmente en
la expresion de la proteina de 165 kDa.

e El modelo generado de diabetes mellitus tipo 2, provoca cambios en las
propiedades fisicoquimicas de las membranas mitocondriales hepéticas, tales
como el cambio de la fluidez membranal, que tiene relaciéon con la actividad
mitocondrial de las membranas hepaticas, disminuyendo el CR.

e La administracion de AGw3 en animales inducidos a diabetes tipo 2, puede
llevar a la normalizacion de las propiedades fisicoquimicas de las membranas,
“normalizando” con ello la actividad mitocondrial, lo que aparentemente puede
favorecer el control de dafios causado por la patologia. Sin embargo, para los
grupos normoglucémicos el comportamiento es contrario, ya que parece

favorecer el desarrollo de diabetes.
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10.PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo, en conjunto con los de Vicentefio (2018) y
Perusquia (2018) nos indican que existen cambios importantes en el metabolismo de
lipidos durante el desarrollo de la diabetes. La administracion de AGw3 tuvo
aparentemente efectos benéficos en los grupos inducidos a diabetes mellitus tipo 2, sin
embargo, para los grupos normoglucémicos se observo un efecto perjudicial, llevando a
las ratas a condiciones alteradas del metabolismo parecidas a una prediabetes. Este
resultado nos hace pensar que mientras mas tiempo se dé la administracion de los AGw3
conducira al desarrollo de la diabetes. Por lo que se sugiere hacer mas experimentos con
esquemas de dosificaciébn como los que se llevaron a cabo en este trabajo por un periodo
de tiempo mas largo.

También vimos que la mitocondria juega un papel importante en la bioenergética de la
célula, y de acuerdo a los resultados de esta tesis se observé que durante el desarrollo de
la diabetes y la administracién de los AGw3, esta sufre de modificaciones fisicoquimicas
importantes que alteran su funcién significativamente, por lo que consideramos importante
continuar estudiando su dindmica, ya que aun se desconocen muchos de los procesos
que se llevan a cabo para el mantenimiento de la membrana mitocondrial, que resulta ser

un aspecto importante para su funcion éptima.

Por lo anteriormente visto se sugieren investigaciones que incluyan el uso de mas
monitores fluorescentes, como son el 1,3-dipirenil-propano (DPiP) y el trimetil amonio
difenil 1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), para ver la fluidez en diferentes puntos de la bicapa
de la membrana mitocondrial, entre el uso de otros monitores fluorescentes, con los que
se pueda estudiar, mediante microscopia, un enfoque mas detallado del proceso de fusién
y fisibn que se lleva a cabo en la membrana mitocondrial para su mantenimiento.
También seria conveniente llevar a cabo una investigacion mas profunda de las proteinas
que conforman la mitocondria, mediante el uso de Western blot, previo a la separacion de
los complejos mitocondriales, para poder estudiar con mas detalle las proteinas que los
componen en especial las del complejo 4, mediante el uso de la cromatografia o un
andlisis de péptidos por espectrometria de masas, con los cuales tal vez, poder estudiar la
interacciones que las proteinas tienen para el mantenimiento de la membrana

mitocondrial, como por ejemplo la interaccion con los PPARSs.
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12. ANEXOS

12.1. Calculo de la fluidez membranal por el grafico de

Arrhenius
Después de obtener las mediciones de la polarizacién del DPH para la caracterizacién
termotropica, se realizo el grafico de Arrhenius, que mediante una linealizacion entre las

variables K y T de la ecuacion de Arrhenius se puede obtener la energia de activacion.
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Figura 24. *; Caracterizacidon termotrdpica de la membrana mitocondrial de higado de ratas
Wistar, a) 1 mes de edad. * p<0.05, con relacidn al grupo CN 1mes. b) Gréfico de Arrhenius de la
membrana mitocondrial de higado de ratas Wistar de 1 mes de edad. n=4.
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edad y c) 6 meses de edad. * p<0.05, con relacidn al grupo CN 1mes; § p<0.05, con relacion al grupo STZ 1mes de edad; b p<0.05, con relacion al grupo CN
3meses de edad y ¢ p<0.05, con relacion al grupo CN 6meses de edad. n=3 a 5.
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Figura 27. Caracterizacion termotrépica de la
membrana mitocondrial de higado de ratas Wistar de
3 meses de edad. a) Sin tratamiento de AGw3; b) Con
AGw3 1dia/semana; c) Con AGw3 3 dias/semana y d)
Con AGw3 7 dias/semana. *p <0.05, con relacién al
grupo CN 3meses; § p<0.05, con relacion al grupo STZ
3meses; a p<0.05, con relacion al grupo CN1d-3m; b
p<0.05, con relacién al grupo CN 3d-3m; ¢ p<0.05, con
relacion al grupo CN 7d-3m; d p<0.05, con relacion al
grupo STZ 1d-3m, e p<0.05, con relacion al grupo STZ
3d-3m. n=3y5.
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Figura 28. Grafico de Arrhenius de la
membrana mitocondrial de higado de
ratas Wistar de 3 meses de edad. a) 1
mes de edad, b) 3 meses de edady 7
meses de edad.
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de la membrana mitocondrial de higado
de ratas Wistar de 6 meses de edad. a)
Sin tratamiento de AGw3; b) Con AGw3
1dia/semana; c) Con AGw3 3 dias/semana
y d) Con AGw3 7 dias/semana. * p<0.05,
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p<0.05, con relacion al grupo STZ 1d-6m.
n=3y5.
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Figura 30. Grafico de Arrhenius de la
membrana mitocondrial de higado de
ratas Wistar de 6 meses de edad. a)
Sin tratamiento de AGw3; b) Con
AGw3 1dia/semana; c) Con AGw3 3
dias/semana y d) Con AGw3 7
dias/semana.
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