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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de los acidos gra-
sos poliinsaturados (PUFA) omega-3 (w-3) y
omega-6 (w-6) y el 4cido nordehidroguaiaré-
tico (NDGA) sobre alteraciones metabdlicas
y pancredticas en ratas de la cepa esponta-
nea Stilman-Salgado (e-SS), un modelo
espontdneo de diabetes tipo 2. Los animales
recibieron mensualmente PUFA y NDGA por
via intraperitoneal. Se estudiaron marcado-
res metabdlicos, de estrés oxidativo e infla-
macion. Al mes 12 se sacrificaron los anima-
les y se realizaron estudios histopatoldgicos
de pancreas. Las ratas diabéticas e-SS mos-
traron parametros alterados en compara-
cion con los controles Wistar no diabéticos.
Los tratamientos ensayados modificaron los
valores de los marcadores estudiados, el
grupo tratado con w-3+NDGA mejor¢ signi-
ficativamente algunos marcadores compara-

ABSTRACT

We studied the effects of polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) omega-3 (w-3) and ome-
ga-6 (w-6) and nordehydroguaiaretic acid
(NDGA) on metabolic and pancreatic alter-
ations in Stilmann-Salgado (e-SS) rats, a
spontaneous model of type 2 diabetes. The
animals received monthly PUFAs and NDGA
intraperitoneally. Metabolic markers, oxida-
tive stress and inflammation were studied. At
month 12 the animals were sacrificed and his-
topathological studies of the pancreas were
performed. The e-SS diabetic rats showed
altered parameters compared with non-dia-
betic Wistar controls. The tested treatments
modified the values of the studied markers;
the w-3+NDGA treated group significantly
improved some markers compared with the
untreated controls (basal insulin: 0.30 vs.
0.56 U/ml; C-reactive protein: 76 vs. 34 mg/l;
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do con los controles no tratados (insuline-
mia: 0.30 vs. 0.56 U/ml; proteina C reactiva:
76 vs. 34 mg/l; interleucina-6 plasma: 0.273
vs. 0.164 ng/dl; gamma glutamiltranspeptida-
sa en plasma: 64.6 vs. 42.5 U/mg proteinas).
En el grupo w-3+NDGA se observaron meno-
res cambios morfoldgicos que en los pan-
creas de ratas diabéticas sin tratar, se redujo
la fibrosis (10.5 al 4.5%) y la frecuencia de
atrofia de islotes (81.3 al 50%) y hemosidero-
sis (84.4 a 50%). Las ratas e-SS presentaron
cambios en su morfologia pancreatica acom-
pafiadas de altos niveles de marcadores
metabdlicos, de estrés oxidativo e inflama-
cion. El tratamiento con w-3+NDGA mostré
mejor capacidad de prevenir/reparar las alte-
raciones en los parametros estudiados.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2. Acidos gra-
sos poliinsaturados. Acido nordihidroguaiarético.
Pancreas. Ratas e-SS.

plasmatic interleukin-6: 0.274 vs. 0.164 ng/dl;
plasmatic gamma-glutamyl transpeptidase:
64.6 vs. 42.5 U/mg prot). The pancreas of
w-3+NDGA rats showed less morphological
changes than those of untreated diabetic
rats, reducing fibrosis (10.5 to 4.5%) and
decreasing the frequency of islet atrophy
(81.3 to 50%) and hemosiderosis (84.4 to
50%). The e-SS rats showed changes in their
pancreatic morphology accompanied by high
levels of metabolic markers, oxidative stress
and inflammation. Treatment with w-3+NDGA
showed better ability to prevent/repair alter-
ations in the parameters studied. (Rev ALAD.
2019;9:59-71)
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha enfocado
habitualmente como una enfermedad que afecta al
funcionamiento de la porcién endocrina del pan-
creas. Esta visién, ampliamente difundida, conside-
ra al pancreas endocrino y exocrino como dos
entidades separadas. Sin embargo deberian consi-
derarse como una unidad desde el punto vista mor-
folégico, embrioldgico, funcional y patolégico'. La
subdivisidn didactica artificial del pancreas excluye
la comprension del pancreas endocrino-exocrino
como un sistema sinérgico interdependiente®3. En
seres humanos con sindrome cardiometabdlico y
DM2 se observé debido a procesos de fibrosis la
pérdida de la interfase exocrina periislote-islote,
alteraciones en la zona endoacinar y en el intersticio

periacinar interlobular que pueden llevar a la insu-
ficiencia pancredtica®4.

En la DM2 existe un proceso de inflamacién crénica
de bajo grado que se ve reflejada en los elevados
niveles de citocinas proinflamatorias como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-6
(IL-6) y la proteina C reactiva (PCR)>®. Ademas, en
la DM2 hay un incremento del estrés oxidativo y
compuestos proapoptdsicos, como diversas cera-
midas’, asociados al desarrollo de lipotoxicidad e
inflamacion de las células beta y acinos pancreati-
cos8. Estos mecanismos fisiopatogénicos termina-
rian ocasionando hipoinsulinemia debido a la desdi-
ferenciacién o muerte de las células beta®°.

Existe abundante evidencia epidemioldgica, clinica
y experimental de que algunos nutrientes, como los
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acidos grasos w-3 y antioxidantes, pueden ayudar a
prevenir y reparar los dafios tisulares producidos
por la DM2""3, Estos nutrientes han demostrado la
capacidad de proteger a las células beta pancreati-
cas en estas condiciones fisiopatoldgicas'4.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de las fa-
milias w-3 y w-6 son componentes esenciales de la
alimentacidn para los seres humanos, y son precur-
sores, mediante su oxidacién por enzimas ciclooxi-
genasas y lipooxigenasas, de lipidos intensamente
bioactivos. Estos metabolitos tienen actividad
proinflamatoria y antiinflamatoria: eicosanoides,
leucotrienos, endocanabinoides y lipoxinas™®. El
acido nordehidroguaiarético (NDGA), un antioxi-
dante obtenido del arbusto autdctono jarilla (Larrea
sp.), inhibe las enzimas lipooxigenasas y en menor
medida las ciclooxigenasas, pudiendo asi modular
algunos procesos inflamatorios™.

El objetivo de este trabajo es evaluar los efectos
de la administraciéon de PUFA (w-3 y w-6) y NDGA
sobre el metabolismo y morfologia pancreaticas
en un modelo experimental de DM2._

MATERIALES Y METODOS
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos con animales fueron
aprobados por el comité local de cuidado de anima-
les (CICUAL, Facultad de Ciencias Médicas, Universi-
dad Nacional de Cérdoba, Argentina) y se desarro-
llaron de acuerdo con las normas internacionales.

Animales

En este trabajo se utilizd como modelo animal ex-
perimental de diabetes a ratas de la cepa esponta-
nea Stilman-Salgado (e-SS), que son una linea esta-
ble derivada por endocria de ratas Wistar en la

Facultad de Medicina de la Universidad de Rosario.
Estos animales desarrollan espontaneamente des-
de los 6 meses de edad una forma moderada de
diabetes no relacionada con la obesidad, que se
caracteriza por presentar una rdpida intolerancia a
la glucosa. La progresion es mas severa en los ma-
chos y se agrava a medida que envejecen®. Los
valores normales de los marcadores metabdlicos en
este modelo son similares a los humanos™. En las
ratas e-SS se han informado niveles sistémicos ele-
vados de estrés oxidativo y marcadores inflamato-
rios*°, asi como el desarrollo de alteraciones pan-
credticas y encefalopatia diabética??2.

Diseno experimental

Se utilizaron 140 ratas machos: 120 e-SS diabéticos
y 20 Wistar como controles no diabéticos. Los ani-
males fueron criados en el bioterio del Instituto de
Biologia Celular, Universidad Nacional de Cérdoba.
Todos los animales recibieron una dieta equilibrada
(CHOW rata/ratén, GEPSA, Argentina) y agua, am-
bos ad-libitum.

Las ratas e-SS fueron asignadas aleatoriamente a
los 5 grupos experimentales (Fig. 1). Como trata-
miento experimental se administré mensualmente,
desde el 2.° mes de vida, por via intraperitoneal
0.4 ml de solucidn salina isotdnica con 0.5% de eta-
nol (a fin de aumentar la solubilidad de los PUFA) y
6.25 mg/kg de acido araquiddnico (AA) enriquecido
al 90% (grupos w-6) o 6.25 mg/kg de aceite de pes-
cado enriquecidos con acido eicosapentaenoico
(EPA) (35%) y acido docosahexaenoico (DHA) (40%)
(grupos w-3). En los grupos tratados con NDGA se
adicionaron 1.9 mg/kg de este. En los grupos con-
trol se administrd solo el vehiculo en la misma can-
tidad y frecuencia que en los tratamientos. Las do-
sis y la forma de administracién han sido probadas
y publicadas previamente en modelos murinos de
sindrome metabdlico y diabetes'8,
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Ficura 1. Diseno experimental, grupos de animales y tratamientos experimentales ensayados.
e-SS: cepa espontanea Stilman-Salgado; NDGA: acido nordehidroguaiarético.

Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de calidad analitica,
obtenidos comercialmente de los siguientes labora-
torios: AA, NDGA y naranja de xilenol de Sigma-
Aldrich® (EE.UU.); aceite de pescado enriquecido con
EPA y DHA de Natufarma Labs (Buenos Aires, Argen-
tina). La glucemia y hemoglobina glucosilada (HbA1c)
se midieron en sangre capilar mediante sensores
Accu-Check Performa® (Roche, Suiza) y A1CNow®
(PTS Diagnostics, EE.UU.); kit para determinacién de
insulina en plasma de ALPCO (EE.UU.). El colesterol
total, triglicéridos, PCR, enzimas transaminasas,
acido oxalacético pirtvico, oxalacético acido glutami-
co y gamma glutamiltranspeptidasa (GGTP) en plas-
ma se determinaron mediante kits de diagndstico del
laboratorio Wiener Lab (Argentina). Los &cidos

grasos en plasma se identificaron mediante croma-
tografia de gases (CG) utilizando un estandar comer-
cial de Nu-check® (EE.UU.). Los solventes y colorantes
para histologia se obtuvieron de Biopur Diagnostics
(Argentina). Los niveles de IL-6 se determinaron con
un kit comercial de BD Biosciences (EE.UU.).

Obtencion de las muestras

Semanalmente se pesd a los animales en condicio-
nes estandar y se obtuvo una gota de sangre capilar
punzando el extremo distal de la cola para contro-
lar las glucemias en ayunas. A los 12 meses de edad
los animales fueron sacrificados mediante sobredo-
sis de isofluorano. Se obtuvo la sangre total, que
fue centrifugada a 1,000 G durante diez minutos, y
el plasma utilizado para las determinaciones
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bioquimicas. Luego se procedié a la autopsia siste-
matica y obtencidn de material para su evaluacién
histopatoldgica, también se conservaron a -80 'C
muestras de los érganos para determinar el estrés
oxidativo y los marcadores inflamatorios en los te-
jidos. Estas muestras luego fueron homogeneiza-
das con 1 ml de Buffer fosfato salino (PBS) en un
homogeneizador vidrio-teflén y se determind foto-
colorimétricamente su concentraciéon total de pro-
teinas con el método de Bradford, a fin de norma-
lizar las mediciones de los distintos marcadores.

Determinaciones bioquimicas

Se realizaron las determinaciones de los niveles en
plasma de los siguientes biomarcadores:

— Marcadores metabdlicos

e Glucemia en ayunas. Luego de ayuno de diez
horas, se midié la glucemia con un equipo
Accu-Chek Performa® de Roche Diagnostics.

e Glucemia poscarga. Se establecieron los valo-
res glucémicos en ayunas y luego de dos horas
de la administracién oral de una carga de dos
gramos de glucosa/kg de peso™.

* HbA1c. Se midié en sangre total mediante un
equipo ACINow® de PTS Diagnostics.

e Estudio de los lipidos. Se determinaron los va-
lores de colesterol total y triglicéridos, con
kits colorimétricos del laboratorio Wiener
(Wiener Labs 1220110 y 1780101).

¢ Insulinemia. Se midié el valor en el 12.° mes,
mediante técnica habitual de laboratorio de
inmunoensayo de quimioluminiscencia (ALPCO
80-INSMR-CH10). La insulina en la muestra es
capturada por inmunoabsorcién y se usan an-
ticuerpos conjugados con peroxidasa como
reporteros. Se adiciona una solucién quimiolu-
miniscente y se lee emisién de luz a 450 nm.

— Marcadores de estrés oxidativo

e Gamma glutamil transpeptidasa (GGTP). Se
midieron sus niveles en plasma y en homoge-
nato de tejido pancredtico en 10 animales de
cada grupo, al 12.° mes por fotocolorimetria
(Wiener Lab 1421403).

Las enzimas hepdticas, oxalacética-pirtvico y
oxalacética-glutamico descarboxilasa se de-
terminaron en plasma por método colorimé-
trico (Wiener Lab 1751302 y 1761302) a fin de
descartar la presencia de dafio hepatico.

e Hidroperdxidos y lipoperdxidos. Se midieron
al mes 12, en plasma mediante la técnica de
xylenol-orange (Sigma-Aldrich® 52097) de ruti-
na en nuestro laboratorio’™?2. Las fracciones
hidrosolubles y liposolubles de las muestras
son aisladas mediante solventes. Los perdxi-
dos oxidan los iones ferrosos (sulfato ferroso
amonico) de la solucién de reaccién formando
un complejo coloreado con el naranja de xile-
nol y su concentracién se determina en espec-
trofotometria a 560 nm.

— Marcadores de inflamacién

e PCR ultrasensible. Se midié en plasma, al 12.°
mes en 10 animales de cada grupo de estudio,
mediante la técnica de Turbitest® (Wiener Lab
1683267). La PCR reacciona con un anticuerpo
especifico formando inmunocomplejos insolu-
bles, la turbidez provocada es proporcional a
la concentracién de PCR y se determind es-
pectrofotométricamente a 340 nm.

e |[L-6. Cuantificada en plasma de 10 ratas de
cada grupo mediante inmuno-ELISA Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) con un kit co-
mercial (BD Biosciences 550319) segun el pro-
tocolo del proveedor.

- Estudios histopatoldgicos. En pancreas se reali-
zaron estudios morfolégicos y morfométricos
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utilizando tinciones de hematoxilina-eosina (H-E)
y Masson.

e H-Ey tricrdmico de Masson. El pancreas una vez
extraido se conservd y procesd para histologia.
Los cortes se colorearon con H-E y Masson. Las
secciones fueron evaluadas utilizando fotomi-
crografias obtenidas en un microscopio dptico
Leika a 40x. Las imdgenes se analizaron con el
programa Fiji Image J v1.52e® (NIH, EE.UU.). Se
analizaron preparados histoldgicos de ocho ani-
males por grupo, cada vidrio contenia cuatro
cortes no seriados y se estudiaron dos campos
en cada uno de ellos. Pardmetros analizados:

e Fibrosis pancredtica: incremento del tejido
conectivo peri e intraislote, acinar y/o duc
tal (Fig. 2). Se cuantificd el drea ocupada por
tejido conectivo en el pancreas utilizando el
software Fiji Image J°.

* Atrofia de los islotes de Langerhans: dismi-
nucion de didmetro, cambios en morfologia
(forma del islote normal = ovalada; conduc
tos normales = redondeados, epitelio cubi-
co simple) y fibrosis intraislote.

* Hemosiderosis: presencia agrupada de pig-
mentos de hemosiderina (Fig. 2).

¢ Proliferacién ductal: mds de tres conductos
que contactan la parte externa de sus pare-
des (Fig. 2).

e Nesidioblastosis: aumento de tamafio, de-
formacién y aumento del ndmero celular,
con presencia de células anémalas en los
islotes de Langerhans (Fig. 2).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media * error
estandar de la media (SEM). Las comparaciones
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pancredtica

Proliferaciéon

- Nesidioblastosis

FicurA 2. Imagenes ilustrativas de los términos
utilizados en el analisis histopatoldgico.

entre multiples grupos se analizaron mediante
prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) y se
utilizd la prueba t apareada para contrastar los
datos de las curvas de peso a diferentes tiempos.
La significacién estadistica para todos los anélisis
realizados fue p < 0.05 y se utilizé el programa
Infostat® 3.1.

RESULTADOS
Peso corporal

En la etapa de posdestete (2 meses), las ratas e-SS
mostraron un mayor peso (119-66%) en comparacion
con el grupo Wistar. Sin embargo, todos los grupos
alcanzaron un peso similar al afio de estudio (Fig. 3).
No se observé obesidad en ninguno de los grupos.

Marcadores metabolicos

CURVAS GLUCEMICAS EN AYUNAS
Y POSCARGA

En las ratas e-SS se observé glucemia en ayunas
y poscarga normal a los dos meses de edad y
valores anémalos, compatibles con la condicién
de diabetes a partir del 6.° mes (= 200 mg/dl).
Dichos valores plasmaticos se mantuvieron eleva-
dos hasta el final del experimento a los 12 meses
(216-228 mg/dl), no se observaron diferencias en-
tre los tratamientos.
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FiGurA 3. Peso de los animales a los 2, 6y

12 meses. Datos expresados como media + SEM.
*Diferencia significativa con control e-SS (p < 0.05).
e-SS: cepa espontanea Stilman-Salgado; NDGA: acido
nordehidroguaiarético; SEM: error estandar de

la media.

Control -85 Wit NDGA w-3+NDCA  Wistar -

La glucemia en ayunas del grupo Wistar (control no
diabético) se mantuvo en rangos normales que os-
cilaron entre 80 y 100 mg/dl a lo largo del periodo
experimental (Fig. 4).

En las ratas e-SS se registraron valores de HbA1c de
7.7 al 8% desde el 6.° mes hasta finalizar el experi-
mento a los 12 meses, sin diferencias significativas
entre los tratamientos.

El grupo Wistar se mantuvo en un rango normal,
del 5% a lo largo de todo el experimento (Tabla 1).

=== Control e-55 ay - w-6ay 7 w+3+NGDA ay
s
w-3ay w+3+NGDA ay == Wistar ay
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185
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10%
s
2 meses 6 meses 12 meses
= Control e-55 pc . wbpc . w+3+NGDA pc
(Bl' w3 pe —u ~¢ WH3+NGDA pc — Wistar pc

FIGURA 4. Curva de glucemias en ayunas (A) y
poscarga oral (a las 2 h) [B). Datos expresados como
media + SEM.

*Diferencia significativa con control e-SS (p < 0.05).
ay: ayunas; e-SS: cepa espontanea Stilman-Salgado;
pc: postcarga de glucosa; SEM: error estandar de la
media.

TRIGLICERIDEMIA

En los animales e-SS desde los 6 meses se detectd
hipertrigliceridemia (= 200 mg/dl), manteniéndose ele-
vados los niveles hasta los 12 meses (216-287 mg/dl).

TaBLA 1. Valores de marcadores metabdlicos e inflamatorios medidos en plasma a los 12 meses.
Datos expresados como media + SEM de 10 animales por grupo como minimo

HbA1c Trigliceridemia Colesterol Insulina CRP IL6 Plasma IL6 Péncreas
) (mgldr) Total (mgj/dI) (ufmi) (mg/L) (ng/d1) (ng/d1)

Control eSS 8 +0.1 265 *15.6 102.2 + 4.6 0.30 *+ 0.03 76 £ 4.3 0.273 * 0.10 0.182 + 0.03
w6 7.9%2.4 277.6 £ 24.0 97.7 £ 4.7 0.15 + 0.22 78 + 4.6 0.211 + 0.05* 0.177 + 0.06
w6+NDGA 7.8+ 0.3 287.3 £19.4 94.7 £ 1.6 0.18 + 0.10 46 + 4.1% 0.198 + 0.08* 0.180 + 0.04
w3 7.8+ 0.4 243 * 5.5% 104.1 * 3.0 0.20 * 0.02 47 + 3.3% 0.178 + 0.11* 0.170 + 0.08
w3+NDGA 7.7 £ 0.6 216.8 + 4.1% 92.7 £ 1.4 0.56 + 0.16% 34 £ 3.4% 0.164 + 0.06* 0.156 *+ 0.07%
Wistar 5+ 0.8% 126 + 1.5% 110 * 2.9 7.96 * 0.30% 3+ 0.2% 0.156 * 0.04* 0.140 *+ 0.01%*

*Indican diferencia significativa con el grupo control e-SS (p < 0.05).
e-SS: cepa espontdnea Stilman-Salgado; HbA1c: hemoglobina glucosilada; IL-6: interleucina-6; NDGA: acido nordehidroguaiarético; PCR: proteina C reactiva; SEM:

error estandar de

la media.
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En animales diabéticos tratados con w-3y w-3+NDGA
las trigliceridemias fueron significativamente me-

nores (9 y 19% menos) que en el grupo control e-SS.

El grupo Wistar permanecié durante toda la expe-
riencia en valores normales que oscilaron entre 80
y 126 mg/dI (Tabla 1).

COLESTEROL TOTAL

Los valores plasmaticos de colesterol total se man-
tuvieron en valores que oscilaron entre 92 y 110 mg/dl
en todos los grupos, incluidos los controles no
diabéticos, sin diferencias significativas entre ellos
(Tabla 1).

INSULINEMIA

Las ratas e-SS a los 12 meses tienen bajos niveles de
insulina en plasma (0.15-0.30 U/ml).

Aquellas ratas e-SS tratadas con w-3+NDGA mostra-
ron un aumento (87%) comparado con los controles
sin tratamiento, pero sin llegar a los valores de los
controles Wistar (0.56 vs. 7.96 U/ml) (Tabla 1).

Marcadores inflamatorios

PRroTEINA C REACTIVA

En este trabajo se considerd que los valores de esta
proteina de fase aguda en las ratas son normales
hasta 10 mg/I®%. En las ratas e-SS se observaron
niveles plasmaticos muy elevados (11 a 26 veces) a
los 12 meses comparados con los controles no dia-
béticos.

En los animales tratados con w-3, w-3+NDGA vy
w-6+NDGA se detectaron niveles menores (38, 56
y 40%, respectivamente) de PCR comparado con los
animales diabéticos no tratados (Tabla 1).

NIVELES DE INTERLEUCINA-6

A los 12 meses los valores hallados de IL-6 plasmati-
ca (575%) y pancredtica (11-30%) fueron mas altos en
las ratas diabéticas e-SS que en las Wistar. Todos los
tratamientos utilizados disminuyeron los niveles de
IL-6 plasmaticos comparado con el grupo control
e-SS, mientras que en pancreas solo el tratamiento
w-3+NDGA logré disminuir la IL-6 (Tabla 1). Las ratas
bajo este tratamiento (w-3+NDGA) mostraron en
plasma concentraciones de IL-6 similares a los con-
troles no diabéticos.

Marcadores de estrés oxidativo

ACTIVIDAD DE GAMMA
GLUTAMILTRANSPEPTIDASA

Las ratas e-SS a los 12 meses mostraron niveles de
actividad GGTP 6 a 10 veces mas altos que los con-
troles no diabéticos (Fig. 5A) en plasma. Los anima-
les tratados con w-3, w-3+NDGA y w-6+NDGA dis-
minuyeron la GGTP plasmética (27, 52 y 73%,
respectivamente) comparados con los animales
diabéticos sin tratamiento (control e-SS).

La actividad GGTP detectada en tejido pancredtico
fue de 2 a 12 veces menor que en plasma. En los
animales diabéticos los niveles de GGTP fueron ma-
yores (48-100%) que en los controles Wistar. Solo el
tratamiento con w-3+NDGA disminuyd significativa-
mente (43% menos) la actividad GGTP en el tejido
pancredtico comparado con el grupo control e-SS

(Fig. 5A).

PERGXIDOS

Las ratas e-SS a los 12 meses tienen altos niveles de
peroxidacién (13 a 134% mayores) comparados con
los animales Wistar. En el plasma se encuentran
principalmente elevados los hidroperdxidos y el
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Ficura 5. Marcadores de estrés oxidativo en plasma y tejido pancreatico de los animales experimentales a los
12 meses. A: actividad especifica GGTP. B: perodxidos en plasma. C: perdxidos en tejido pancreatico. Datos

expresados como media + SEM.
*Diferencia significativa con control e-SS (p < 0.05).

DO: densidad optica; e-SS: cepa espontanea Stilman-Salgado; SEM: error estandar de la media.

tratamiento con w-6 los incrementd un 35% por en-
cima de los valores hallados en los controles no
tratados (Fig. 5B). En cambio, en el tejido pancred-
tico los niveles de lipoperdxidos son mayores que
los de hidroperdxidos. En los animales tratados con
w-3 y w-3+NDGA los lipoperdéxidos se redujeron un
15 y 20% respectivamente, mientras que los hidro-
perdxidos disminuyeron un 20% en el grupo
w-3+NDGA comparado con el control e-SS (Fig. 50).

Estudios histopatoldgicos
FIBROSIS PANCREATICA

Se observé mediante la técnica de Masson que las
ratas e-SS presentaron mayor fibrosis (1.5 a 3.5

veces mas), caracterizada por un aumento del teji-
do conectivo en todo el pancreas (endocrino/exo-
crino), comparados con los animales Wistar. En los
animales diabéticos tratados con w-6+NDGA, w-3y
w-3+NDGA se observaron disminuciones del 52, 63
y 58% respectivamente de la fibrosis comparado con
el grupo control e-SS (Tabla 2).

ATROFIA DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

En preparados histoldgicos tefiidos con H-E de ratas
e-SS los islotes de Langerhans fueron de menor dia-
metro (47.4% promedio) que los de ratas Wistar,
ademds presentaron bordes irregulares, forma es-
trellada, fibrosis intraislote y en algunos casos se
observaron estructuras similares a conductos
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TaBLA 2. Estudio histopatoldgico de pancreas en preparados tefidos con hematoxilina-eosina y Masson.
La fibrosis se expresa como proporcion de area ocupada por tejido conectivo por campo analizado con el

software ImageJ®

Fibrosis (% Area) Atrofia de islotes Hemosiderosis Proliferaciéon Ductal Nesidioblastosis
Control eSS 10.5 ++++ ++++ ++ +++
' (81.3%) (84.4%) (50%) (56.3%)
w6 8 +4+ +++ +4++ +++
7 (78.1%) (81.3%) (81.3%)* (50%)
o +4+ +++ ++ ++
w6+NDCA 51 (71.9%) (68.8%)* (50%) (40.6%)*
@5 3.9% ++ ++ ++ +
’ (50%)* (50%)* (50%) (31:3%)*
++ ++ ++ +++
w3+NDGA 5%
’ i (s0%)* (s0%)* (50%) (53.1%)
Wistar 3.0% - -

Las cruces (+) indican el nivel de la alteracion histolégica analizada y el porcentaje refleja la frecuencia de campos microscépicos examinados en los que se detectd la

misma. Los guiones () indican que no se observé dicha alteracién.
*Indican diferencia significativa con grupo control e-SS (p < 0.05).
e-SS: cepa espontdnea Stilman-Salgado; NDGA: dcido nordehidroguaiarético.

intercalares dentro del islote (Tabla 2). Los animales
diabéticos tratados con w-3 y w-3+NDGA presenta-
ron un 38% menos de islotes atrofiados comparados
con los controles no tratados (control e-SS).

HEMOSIDEROSIS

Se observd la presencia de hemosiderosis en mas
del 80% de los preparados tefiidos con H-E, analiza-
dos de ratas diabéticas no tratadas (control e-SS),
esta proporcién fue menor en aquellos animales
tratados con w-6+NDGA (-18%), w-3 (-41%) vy
w-3+NDGA (-41%). En los preparados histolégicos de
pancreas de animales Wistar no se detecté hemosi-
derosis (Tabla 2).

PROLIFERACION DUCTAL

En el tejido pancreatico de las ratas diabéticas e-SS
se observé un 50% mas de estructuras similares a
conductos que en las ratas Wistar. En el grupo de
animales tratados con w-6 la presencia de estas

estructuras aumentd hasta mdas de un 80% compa-
rado con los controles no diabéticos (Tabla 2).

NESIDIOBLASTOSIS

En los preparados tefiidos con H-E de pancreas de
ratas e-SS de 12 meses sin tratamiento, grupo con-
trol e-SS, se observd la presencia de células con
caracteristicas histolégicas andmalas en mas del
56% de los islotes de Langerhans estudiados. En los
animales diabéticos tratados con w-6+NDGA y w-3
estas alteraciones son menos frecuentes (28 y 44%,
respectivamente) que en los islotes pancreaticos de
los animales del grupo control e-SS. Estas caracte-
risticas andmalas no se observaron en ningun pre-
parado obtenido de los controles Wistar no diabé-
ticos (Tabla 2).

DISCUSION

Los compuestos, PUFA y NDGA, utilizados como
tratamientos mostraron capacidad de modular los
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parametros estudiados en las ratas e-SS. A nivel
bioquimico el tratamiento combinado de PUFA w-3
mas NDGA disminuyd los niveles de trigliceridemia,
marcadores inflamatorios y estrés oxidativo, efecto
ya observado en trabajos anteriores''5:1718,20,22:25,
Los animales bajo este tratamiento también mos-
traron un aumento (87% comparado con control
e-SS) de la insulinemia, pero adn permanecen muy
bajos comparados con los controles no diabéticos.
Sin embargo, los tratamientos utilizados no afecta-
ron significativamente los marcadores del metabo-
lismo glucémico. Los grupos de animales diabéticos
tratados con PUFA w-3 fueron los que mostra-
ron menos alteraciones morfoldgicas pancredticas
(Tabla 2).

La hipertrigliceridemia, un hallazgo frecuente en
pacientes con DM2, también se observd en las ratas
e-SS (Tabla 1) con menores concentraciones de
PUFA en plasma™?. El aumento de los triglicéridos
en DM2 se asocia a mecanismos de lipotoxicidad
que llevan a inflamacién, estrés oxidativo?4?®y a la
progresiva muerte de las células beta por apopto-
sis'®?7. Esto provoca una disminucién de la insuline-
mia y al desarrollo de atrofia pancredtica, un proce-
so similar a lo observado por el grupo de Tarrés'®:',
En este trabajo, y en anteriores de nuestro labora-
torio, observamos que el aporte de w-3+NDGA se
asocié a una disminucién de los valores de trigli-
céridos plasmaticos (22% vs. control e-SS) en las ra-
tas diabéticas a los 12 meses de edad*®?>. Los acidos
grasos w-3 ejercen efectos bioldgicos, en parte,
mediante la activacion de los receptores del proli-
ferador activado de peroxisomas que regula la
transcripcién de los genes implicados en la prolife-
racién, la supervivencia y el metabolismo celu-
lar?428, La activacion de estos receptores lleva a
la fosforilacién la via factor nuclear kappa beta
(NF-kB), implicada en la respuesta celular frente al
estrés, y a una reduccién de la respuesta inflama-
toria®®. La adicion de NDGA a los PUFA w-3 en

nuestros ensayos reforzé los efectos beneficiosos
del tratamiento. Este compuesto actuaria por dos
mecanismos: directamente como antioxidante con-
trarrestando el estrés oxidativo'?° e indirectamen-
te inhibiendo enzimas ciclooxigenasas, responsa-
bles de la produccién de sustancias proinflamatorias,
lo cual se manifestaria en menores concentraciones
de los marcadores inflamatorios estudiados'®2%%,
Esta disminucién del estrés celular (oxidativo e in-
flamatorio) podria permitir la prevencién/repara-
cién de las alteraciones morfoldgicas observadas
en el tejido pancreatico.

Histolégicamente se observé una afectacion global
del pancreas de nuestros animales experimentales
diabéticos caracterizada por fibrosis de la porcién
exocrina y endocrina, hemosiderosis, atrofia de los
islotes y proliferacién ductal (Tabla 2). En los islotes
de Langerhans se encontraron cambios consisten-
tes en aumento del tamafio, nimero y heterogenei-
dad celular, similares a los ya descritos por Picena,
et al., quienes lo caracterizaron como nesidioblas-
tosis*'. Esta lesién por definicién se asocia a una
proliferacién de células beta. Sin embargo, ni en
trabajos anteriores de otros grupos con ratas
e-SS'92' ni en nuestro laboratorio se detectaron in-
crementos en los niveles de insulina*®?»?>, En nues-
tros experimentos en los animales que mostraron
este tipo de alteracién histolégica (Tabla 2) se de-
tecté una disminucidn marcada de la insulinemia
(Tabla 1), lo cual no coincide con la descripcion cla-
sica de nesidioblastosis como lesidn proliferativa de
células beta. Mediante los mecanismos de glucoli-
potoxicidad se genera estrés oxidativo e inflama-
cién crénica de bajo grado, lo cual lleva a fibrosis

tanto en el pancreas endocrino como en el exocri-
n08v29730.

En las estructuras exocrinas del pancreas se obser-
v6 fibrosis y proliferacion de conductos formando
pequenos grupos (Fig. 3), lo cual se ha descrito
escasamente con anterioridad. Esta proliferacién
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ductal podria estar relacionada con la atrofia tanto
de la porcién endocrina como exocrina y a los cam-
bios en la secrecién de insulina, como un intento
por regenerar el parénquima perdido#29:3°, Este fe-
némeno podria también estar relacionado con la
asociacién entre DM2 y adenocarcinoma ductal de
pancreas3'. La insuficiencia pancredtica exocrina se
demostré en aproximadamente el 50% de los pa-
cientes con diabetes tipo 1 y en el 30-50% de los
pacientes con DM2%. Hallazgos similares fueron
descritos por Olsen, et al., quienes reportaron sig-
nos de cambios inflamatorios crénicos en el 13% de
los pancreas de 394 autopsias de pacientes diabéti-
cos. Las alteraciones morfoldgicas del pancreas
exocrino/endocrino se han asociado a inflamacion
crénica de bajo grado, condicién en la cual los mar-
cadores inflamatorios como la PCR y la IL-6 pre-
dicen el desarrollo de las complicaciones asociadas
a DM25%'° y estrés oxidativo3?. Estas condiciones
nocivas estrechamente involucradas en la patogé-
nesis de la DM2 llevarian con el tiempo a la atrofia
del 6rgano+6:9:12:26,27,29,

Los focos de hemosiderosis observados en el es-
tudio histopatoldgico podrian deberse a microhe-
morragias intrapancreaticas33. El hierro liberado
de los eritrocitos extravasados de lesiones micro-
vasculares se deposita y finalmente aparecen de-
pdsitos significativos de hemosiderina asociada a
inflamacidn crénica34. El hierro es bien conocido
por ser tdxico para los islotes de las células beta3>,
con una cantidad creciente de evidencia de que
incluso las formas leves de su sobrecarga pueden
contribuir a la patogénesis de la DM23°32, Estudios
epidemioldgicos han demostrado una mayor tasa
de DM2 en aquellas poblaciones con niveles mds
altos (cuartiles o quintiles) de ferritina sérica3®. En
nuestros ensayos estas lesiones morfoldgicas ob-
servadas en el tejido pancredtico también se pre-
vinieron/repararon en los animales tratados con
w-3 y w-3+NDGA.

CONCLUSIONES

Las ratas e-SS presentaron modificaciones metabd-
licas, altos niveles de marcadores de estrés oxidati-
vo e inflamacidén y alteraciones en la morfologia del
tejido pancredtico. Los animales diabéticos trata-
dos con PUFA w-3 adicionado con NDGA mostraron
una mejoria en los parametros estudiados, con va-
lores mas cercanos a los controles no diabéticos
(grupo Wistar). Por lo que la utilizacién de esta
combinacién de nutrientes puede ser una valiosa
herramienta terapéutica en el tratamiento de la dia-
betes mellitus y sus complicaciones.
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