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RESUMEN

La diabetes es uno de los problemas mas graves que enfrentan los sistemas de salud
en todo el mundo, debido a su elevada prevalencia e incidencia, las cuales iran en
crecimiento durante las proximas décadas. La diabetes esta asociada a un elevado
indice de mortalidad debido a sus complicaciones en el rifidn, la retina, el higado, el
sistema nervioso periférico, el corazén e incluso el cerebro, ademas de que la diabetes
acarrea también alteraciones en el metabolismo de los lipidos. Todas estas
complicaciones hacen que el tratamiento y el manejo de esta enfermedad sean muy
complicados. En la mayoria de las complicaciones, el aumento en el estrés oxidativo
tiene un papel importante tanto en su establecimiento como en su desarrollo. Se ha
reconocido ampliamente que el incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) a nivel mitocondrial es fundamental en el desarrollo del estrés oxidativo
en la diabetes. Por lo tanto, la disminucidon del estrés oxidativo mitocondrial ha sido
propuesto como un blanco novedoso para prevenir y/o retardar la aparicion de las
complicaciones de esta enfermedad. A este respecto, el consumo de alimentos
funcionales con propiedades antioxidantes podria ser una estrategia nutricional para tal
efecto. Uno de ellos es el aceite de aguacate, el cual contiene una amplia variedad de
compuestos bioactivos con diversos efectos benéficos a la salud. Por lo tanto el
objetivo de este trabajo fue analizar el efecto del consumo de aceite de aguacate en la
funcién mitocondrial y el estrés oxidativo en el higado, el cerebro y el rindn durante la
diabetes. Para ello, se utilizaron modelos de diabetes en ratas y se evaluaron cambios
en parametros bioquimicos como la glucosa y el perfil de lipidos, en los niveles de
insulina y adiponectina, asi como alteraciones en la funcién mitocondrial y diversos
parametros de estrés oxidativo y su impacto en la histopatologia en dos de los érganos
analizados. El tratamiento con el aceite de aguacate mejord los niveles de glucosa
sanguinea en la diabetes tipo 2 pero no en la tipo 1, mientras que el perfil lipidico
mejord substancialmente en la diabetes tipo 1. En contraste el aceite no tuvo efecto en
los niveles de insulina. La diabetes produjo alteraciones en la funcion mitocondrial de
higado, cerebro y rifidn; el tratamiento con el aceite normalizé dichas alteraciones en la
mayoria de los casos. La diabetes incrementd el estrés oxidativo en las mitocondrias de
todos los 6rganos analizados y esto fue contrarrestado por el consumo del aceite de
aguacate debido a una mejora en el estado redox del glutation. En conclusion, el aceite
de aguacate mejora el perfil metabdlico y la funcién mitocondrial del higado, el cerebro
y el rindn en la diabetes, ademas de disminuir el estrés oxidativo mitocondrial en dichos
organos. Lo anterior sugiere que el consumo regular del aceite de aguacate podria
funcionar como una estrategia nutricional para disminuir el impacto de la diabetes en
sus principales 6érganos blanco.

Palabras clave: diabetes,complicaciones, higado, cerebro, riidn.



ABSTRACT

Diabetes is one of the most serious problems that face health systems worldwide
because of its high prevalence and incidence, and it will growth over the coming
decades. Diabetes is associated with a high mortality rate due to its complications in the
kidney, retina, liver, peripheral nervous system, heart and even brain, in addition,
diabetes also causes alterations in lipid metabolism. All these complications make the
treatment and management of this disease very difficult. In most complications, the
increase in oxidative stress plays an important role both in its establishment and in its
development. It has been widely recognized that the increase in the production of
reactive oxygen species (ROS) at the mitochondrial level is fundamental in the
development of oxidative stress in diabetes. Therefore, the reduction of mitochondrial
oxidative stress has been proposed as a novel target to prevent and / or delay the onset
of complications of this disease. In this respect, consumption of functional foods with
antioxidant properties could be a nutritional strategy for this purpose. One of them is
avocado oil, which contains a wide variety of bioactive compounds with various
beneficial effects to health. Therefore the objective of this work was to analyze the effect
of avocado oil consumption on mitochondrial function and oxidative stress on the liver,
brain and kidney during diabetes. To do this, we used diabetic models in rats and
evaluated changes in biochemical parameters such as glucose and lipid profile, insulin
and adiponectin concentrations, as well as alterations in mitochondrial function and
various parameters of oxidative stress and its impact in histopathology in two of the
tissues analyzed. Treatment with avocado oil improved blood glucose levels in type 2
diabetes but not type 1, while the lipid profile improved substantially in type 1 diabetes.
In contrast the oil had no effect on insulin levels. Diabetes produced alterations in the
mitochondrial function of liver, brain and kidney; the treatment with the oil normalized
these alterations in the majority of the cases. Diabetes increased oxidative stress in the
mitochondria of all organs analyzed and this was counteracted by the consumption of
avocado oil due to an improvement in the redox status of glutathione. In conclusion,
avocado oil improves the metabolic profile and mitochondrial function of the liver, brain
and kidney in diabetes, in addition to decreasing mitochondrial oxidative stress in these
organs. This suggests that regular consumption of avocado oil could works as a
nutritional strategy to decrease the impact of diabetes on its main target tissues.

Keywords: diabetes, complications, liver, brain, kidney.



1. MARCO TEORICO
1.1. Diabetes mellitus

1.1.1. Definicidn y clasificacion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017), la diabetes es una
enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce suficiente insulina o
cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. La insulina es una
hormona que se produce en el pancreas, la cual estimula que la glucosa proveniente
de los alimentos ingeridos pase del torrente sanguineo al interior de las células
dependientes del GLUT-4, como son las células musculares y los adipocitos. (IDF,
2017).

Existen tres tipos principales de diabetes:

Diabetes tipo 1: Anteriormente denominada diabetes insulinodependiente o juvenil, por
lo general, es causada por una reaccion autoinmune donde el sistema de defensa del
cuerpo ataca a las células beta del pancreas que producen insulina. La razéon del
porqué ocurre esto aun no se entiende completamente. Las personas con diabetes tipo
1 producen muy poca o nula insulina. La enfermedad puede afectar a personas de
cualquier edad, pero por lo general se desarrolla en nifios o adultos jovenes. Las
personas con esta forma de diabetes necesitan insulina por via parenteral con el fin de
controlar los niveles de glucosa en la sangre (IDF, 2017).

Diabetes tipo 2: Llamada anteriormente diabetes no insulinodependiente o del adulto y
representa al menos el 90% de todos los casos de diabetes. Se caracteriza por una
resistencia a la insulina y la deficiencia relativa de insulina, una o ambas alteraciones
pueden estar presentes en el momento en que se diagnostica la diabetes. El
diagndstico de la diabetes tipo 2 puede ocurrir a cualquier edad. La diabetes tipo 2
puede permanecer sin ser detectada durante muchos afos y el diagnostico se hace a
menudo cuando aparece una complicacidon o se realiza una prueba de glucosa en
sangre u orina de rutina. A menudo, pero no siempre, se asocia con sobrepeso u
obesidad, los cuales por si mismos pueden causar resistencia a la insulina y conducir a
altos niveles de glucosa en la sangre. Las personas con diabetes tipo 2 a menudo
pueden inicialmente controlar su condicion a través del ejercicio y la dieta. Sin
embargo, con el tiempo la mayoria de la gente requerira medicamentos orales e
insulina (IDF, 2017).

Diabetes gestacional: Es una forma de diabetes que consiste en niveles altos de
glucosa en la sangre durante el embarazo. Se desarrolla en uno de cada 25 embarazos
en todo el mundo y se asocia con complicaciones tanto para la madre como para el
bebé. Por lo general desaparece después del embarazo, pero las mujeres con diabetes
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gestacional y sus hijos estan en un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 mas
adelante en la vida. Aproximadamente la mitad de estas mujeres desarrollan diabetes
tipo 2 entre cinco y diez afos después del parto (IDF, 2017).

1.1.2. Epidemiologia de la diabetes

La diabetes es un problema de salud alarmante en todo el mundo, en el “Global Status
Report on Noncommunicable Diseases - 2014” la OMS declaré que la diabetes es la
cuarta causa de muerte dentro de las enfermedades no transmisibles (OMS, 2014). Por
su parte, la Federacion Internacional de Diabetes publico el Atlas de la Diabetes, el cual
reporta que en el 2015 existian 415 millones de personas con diabetes en el mundo y
se reportaron 5 millones de muertes asociadas a la diabetes (Fig. 1), (FID, 2015).

y
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Figura 1.- Numero de adultos que murieron a causa de la diabetes en comparacion con
VIH/SIDA, tuberculosis y malaria. Tomada y modificada del Atlas de la Diabetes de la
Federacion Internacional de Diabetes (FID, 2015).

Otros aspectos importantes de su epidemiologia son el que una de cada once personas
es diabética y que la mitad de las personas enfermas permanecen sin ser
diagnosticadas. También es importante resaltar que esta enfermedad requiere el 12%
del presupuesto para la salud en el mundo ($673 mil millones de délares). Otro dato
importante es que, debido a la diabetes, muere una persona cada 6 segundos, esto
refleja la importancia que tiene esta enfermedad en la actualidad (FID, 2015). México
ocupa el sexto lugar a nivel mundial en cuanto al numero de personas adultas con
diabetes, con un total de 11.5 millones de diabéticos (Fig. 2). Segun la ENSANUT MC
2016 existe una prevalencia de diabetes del 9.4% en la poblacibn mexicana
(ENSANUT, 2016).



Figura 2.- Los diez primeros paises segun el numero de adultos con diabetes en el
2015. Modificada del Atlas de la Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes
(FID, 2015).

1.1.3. Complicaciones de la diabetes

A pesar que en la actualidad se dispone de una gran variedad de herramientas de
tratamiento efectivas para la diabetes, la amplia gama de complicaciones que se
pueden presentar son responsables directas de su la alta morbimortalidad.

Las complicaciones macrovasculares que se pueden presentar durante la diabetes son
las enfermedades cardiovasculares, como los ataques cardiacos, los accidentes
cerebrovasculares y la insuficiencia circulatoria en los miembros inferiores (OMS,
2017). Esto es debido principalmente al aumento en la prevalencia de ateroesclerosis
en los pacientes diabéticos (Shi et al., 2017).

También es muy frecuente el desarrollo de retinopatia, neuropatia, pie diabético y
nefropatia diabética las cuales son conocidas como complicaciones microvasculares.
La mas grave de estas complicaciones es la nefropatia diabética, la cual, es la causa
individual mas frecuente de insuficiencia renal terminal. La diabetes también se ha
asociado con alteraciones hepaticas como es el caso de la esteatohepatitis no
alcohdlica y el hepatocarcinoma (El-Serag et al., 2004). Ademas, la diabetes se ha
descrito como un factor de riesgo para el deterioro cognitivo y el desarrollo de
demencia en estos pacientes (Chung et al., 2015). En la mayoria de estas
complicaciones el estrés oxidativo juega un papel crucial tanto en su establecimiento
como en el desarrollo de las mismas (Baynes et al., 1991).



1.1.4. El estrés oxidativo durante la diabetes

La hiperglucemia prolongada que se presenta durante la diabetes produce un estrés
oxidativo cronico, el cual empeora el estado diabético (Wolff et al., 1991). El
metabolismo anormal inducido por la hiperglucemia puede resultar en la
sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) tales como los radicales
hidroxilo (OH¢) y superoxido (O2e-) (Li et al., 2017). Las ERO que se generan durante el
estrés oxidativo pueden danar diversas biomoléculas dentro de la célula como lipidos
(Bandeira et al., 2012), proteinas (Johar et al., 2017) y el ADN (Vanitha et al., 2017).
Ademas, existen evidencias de una respuesta antioxidante alterada debido al estrés
oxidativo que se genera en la diabetes, estas evidencias incluyen la disminucién de las
concentraciones de antioxidantes en plasma tanto en pacientes diabéticos (Bahmani et
al., 2016) como en modelos en animales (Rahimi-Madiseh et al., 2017) lo que favorece
aun mas el estado de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo juega un papel clave en el desarrollo de las complicaciones de la
diabetes, tanto microvasculares como cardiovasculares. Las alteraciones metabdlicas
de la diabetes causan una sobreproduccion de ERO en la mitocondria, lo cual es un
evento muy importante para el desarrollo del estrés oxidativo ya que este aumento de
la produccién de ERO a nivel mitocondrial provoca la activacion de 5 vias principales
implicadas en la patogénesis de las complicaciones: 1) Un mayor flujo hacia la via de
polioles, 2) Un aumento de la formacion de AGE (productos finales de glicosilacion
avanzada), 3) Un incremento de la expresion del receptor para AGE y sus ligandos de
activacién, 4) La activacion de las isoformas de la protein cinasa ¢ (PKC) y 5) El
aumento en la actividad de la via de la hexosamina (Giacco et al., 2010), entre otras
que son especificas de cada tejido afectado.

1.1.5. La disfuncion mitocondrial durante la diabetes

En condiciones normales una de las principales funciones de la mitocondria es la
produccion de ATP mediante la fosforilacidn oxidativa, esto es posible mediante la
generacion de equivalentes reductores como el NADH y FADH2 en los procesos
catabdlicos, como la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la $-oxidacién de acidos grasos, los
cuales alimentan a la cadena transportadora de electrones mitocondrial. EI| NADH dona
sus electrones al complejo I, mientras que el FADH2 al complejo Il, los electrones de
ambos complejos son transferidos a la coenzima Q y después de la coenzima Q al
complejo lll, el cual reduce al citocromo c y transfiere su electron al complejo 1V, donde
finalmente el oxigeno es reducido a H20. Una parte de la energia de estos electrones
es utilizada para traslocar protones de la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana para generar un gradiente electroquimico (Aym), el cual es utilizado por
la ATP sintasa para producir ATP (Fig. 3).
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Figura 3.- Funcionamiento de la cadena transportadora de electrones, la fosforilacion
oxidativa y la generacién de especies reactivas de oxigeno. Tomada y modificada de
Brownle et al. 2005.

Sin embargo, durante la diabetes,se puede presentar una disfuncion mitocondrial
debido al estado de hiperglucemia, dentro de la célula aumenta la tasa de oxidacion de
la glucosa, lo cual aumenta las concentraciones de NADH y FADH2 en la cadena
transportadora de electrones. Como resultado se produce un incremento en el Aym,
que al rebasar cierto limite produce una inhibicidon en el transporte de electrones en el
complejo lll, generando un intermediario parcialmente reducido de la coenzima Q
(semiquinona), la cual puede donar un electrén al oxigeno para generar radical O2e- vy,
como ya se menciond anteriormente, este aumento en la produccién de ERO a nivel
mitocondrial es un factor desencadenante para el desarrollo de complicaciones durante
la diabetes. Hay algunos hallazgos, ademas del aumento en la generaciéon de ERO,
que enfatizan la participacion de la disfunciédn mitocondrisl en la progresion de las
complicaciones diabéticas. Por ejemplo, se ha reportado que la diabetes produce una
descenso en la respiracion mitocondrial y una pérdida del Awm (Pieczenik et al., 2007),
una caida de la produccion de ATP (Zhu et al., 2011), una disminucion en la biogénesis
mitocondrial (Rovira-Llopis et al., 2017) y la reduccidén en el numero de copias de ADN
mitocondrial (Irving et al., 2007).
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1.1.6. La terapia con antioxidantes durante la diabetes

Se ha estudiado el efecto de antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria como una
estrategia para disminuir el estrés oxidativo y mejorar la funcion mitocondrial y con esto
controlar el desarrollo de complicaciones relacionadas con la diabetes (Smith et al.,
2010), uno de ellos es el MitoQ, que esta formado por una molécula de ubiquinona
unida a un cation trifenilfosfonio (TPP+), el cual permite su transporte y acumulacion en
la mitocondria (Pokrzywinski et al., 2016). Existen reportes en modelos animales donde
el MitoQ pudo prevenir el desarrollo de nefropatia diabética reduciendo la fibrosis
glomerular (Kalyanaraman et al., 2010). Sin embargo, estos antioxidantes aun estan
ensayos clinicos de Fase Il por lo que su uso en humanos no ha sido aprobado.

En la actualidad la suplementaciéon con antioxidantes se ha propuesto como una
intervencidn preventiva y terapéutica promisoria para las patologias crénicas
degenerativas como la diabetes. Sin embargo, las expectativas de este enfoque
terapéutico a menudo han sido parcialmente decepcionantes en los ensayos clinicos
(Conti et al., 2016). Una gran parte de los estudios donde investigan la eficacia de la
terapia de suplementacion antioxidante en seres humanos mostraron resultados
contrastantes (Bouayed et al., 2010). Esto se debe a muchos aspectos entre ellos el
poder estadistico frecuentemente limitado de los estudios, el fondo genético del
paciente, la biodisponibilidad de las moléculas utilizadas y los efectos no especificos
que los antioxidantes pueden tener en el cuerpo humano (Conti et al., 2016). Sin
embargo, como se puede observar en la Tabla 1 la terapia de suplementacién con
antioxidantes ha sido eficaz en ciertos parametros en pacientes con diversas patologias
cardiacas y crénico degenerativas.

Otro enfoque de la terapia con antioxidantes es el uso de alimentos funcionales y
nutracéuticos. Un alimento funcional es todo aquel que contiene sustancias que
proporcionan beneficios a la salud cuando se consumen regularmente, mientras que
los nutracéuticos son aquellos extractos de alimentos que proporcionan beneficios a la
salud (Volpe et al., 2015).

En la literatura existen muchos datos que confirman la actividad antidiabética de varias
plantas medicinales, que forman parte de nuestra dieta como verduras, frutas y
especias (Bnouham et al., 2006) (Gbolade et al., 2009) (Modak et al., 2007) (Singab et
al., 2014), por lo que diversos productos de origen vegetal han sido considerados
valiosos suplementos dietéticos para mejorar el control de la glucosa en sangre y
prevenir las complicaciones a largo plazo de la diabetes (Gallagher et al., 2003). Entre
los mas utilizados durante la diabetes se encuentran el acido alfa-lipoico, el cual se
encuentra en vegetales como la espinaca, el brécoli y el tomate, asi como en la carne.
El acido lipdico neutraliza varios radicales libres y puede reducir la forma oxidada de la
vitamina C y el glutation oxidado (GSSG) (Liu et al., 2008). Los &acidos grasos
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poliinsaturados omega-3 se encuentran principalmente en el pescado y algunos aceites
vegetales (Calder et al., 2013) y poseen multiples propiedades, que incluyen funciones
antiinflamatorias y antitromboticas (Yaqoob et al., 1995), también participan modulando
la fluidez membranal y en la biogénesis mitocondrial (Gvozdjakova et al., 2008),
mejoran el perfil de lipidos y ayudan a controlar la presion arterial (Svensson et al.,
2008). El té verde y los frutos rojos contienen una diversidad de compuestos fendlicos
(Redan et al., 2016) cuyos efectos en la diabetes son atribuibles a sus propiedades
antioxidantes (Higdon et al., 2003), antiinflamatorias (Sarkar et al., 2009) y de aumento
de la sensibilidad a la insulina (Chang et al., 2013).

Cuadro 1.- Estudios clinicos de la terapia de suplementacion con antioxidantes en
pacientes con enfermedades asociadas al envejecimiento. DM, diabetes mellitus; EAC,
enfermedad arterial coronaria; ECV, enfermedad cardiovascular. Tomada y modificada
de (Conti et al., 2016).

Antioxidante Enfermedad Principales resultados Referencia
Vitamina C DM tipo 2y EAC ‘* Respuesta vasodilatadora del antebrazo  Antoniades, 2004
DM J Presion arterial y mejora la rigidez Mullan, 2004
arterial
Vitamina E ECVy DM Ningun efecto sobre los resultados Yusuf, 2000

cardiovasculares

EAC J, Biomarcadores de estrés oxidativo e Devaraj, 2007
inflamacion en sangre

Enfermedad Vasculary DM ‘" Riesgo de falla cardiaca Lonn, 2005
Resveratrol Hipertension y Dislipidemia J- Disfuncién endotelial Carrizzo, 2013
DM Mejoria del control glucémico y Liu, 2014
sensibilidad a la insulina
Coenzima Q10 EAC I Actividad de enzimas antioxidantesy Lee, 2013
Inflamacion
VitaminaEy C Hipercolesterolemia J Progresion de ateroesclerosis Salonen, 2003
Vitaminas C, Ey B- ECV Ningun efecto sobre los eventos Cook, 2007
caroteno (solos o en cardiovasculares

combinacion)
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1.2. El aguacate: caracteristicas y propiedades

El aguacate es el fruto del arbol Persea americana, el cual pertenece a la familia
Lauraceae. El aguacate es un arbol originario de Mesoamérica, su origen tuvo lugar en
la parte central de México y en algunas partes altas de Guatemala. El fruto del
aguacate es una drupa, en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de
violeta a negro, cascara rugosa con una pulpa verde amarillenta (SAGARPA, 2011). El
aguacate es un fruto rico en acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) constituyendo
un 71% del total de acidos grasos, mientras que el contenido de &acidos grasos
saturados (SFAs) es de 16% y el de acidos grasos poliinsaturados (PUFASs) es de 13%
(Dreher et al., 2013).

Ademas del alto contenido de MUFAs, se ha reportado que el aguacate también posee
una amplia variedad de antioxidantes tales como carotenos, tocoferoles, xantinas y
clorofilas, ademas de beta-sitosterol (Tabla 2). EI mas abundante de estas moléculas
antioxidantes es la luteina (Ashton et al., 2006). Todos estos componentes del
aguacate pueden tener efectos benéficos en la salud de quien lo consume.

En estudios clinicos, al aguacate se le han atribuido efectos tales como descenso del
colesterol total, de las LDL y los triglicéridos, con aumento de las HDL y por lo tanto
una mejoria del indice aterogénico en pacientes con colesterol normal, con
hiperlipidemia, con hipertrigliceridemia y con diabetes mellitus tipo 2 (Alvizouri et al.,
2009). También en pacientes con diabetes tipo 2 el aguacate ayudé a lograr un control
glucémico adecuado (Lerman et al., 1994), permitié disminuir las dosis de agentes
hipoglicemiantes orales y disminuyo la agregacion plaquetaria, por tanto, se disminuyo
el riesgo de trombosis (Carranza et al., 1997).

1.2.1. El aceite de aguacate

Del fruto del aguacate se pude obtener el aceite y este mantiene como componente
mayoritario al acido linolénico (C16:0 5.92%, C16:1 0.2%, C18:0 1.86%, C18:1 55.9%,
C18:2 24.9%, C18:3 10.1%) (Ortiz-Avila et al., 2015). En nuestro grupo de trabajo se
han realizado estudios respecto al efecto del aceite de aguacate sobre la disfuncion
mitocondrial en el riAidn durante la diabetes, utilizando ratas inducidas con
estreptozotocina (STZ) (Ortiz-Avila et al., 2013). Se observd que la diabetes inhibid la
actividad del complejo Il debido a la alteracion de la transferencia de electrones a nivel
de los citocromos ¢ + ¢1, causando una mayor generacion de ERO sin cambios en los
niveles de peroxidacion lipidica. La administracion durante 90 dias del aceite de
aguacate evito estos efectos y aumento la resistencia del complejo Il a la inhibicién por
el estrés oxidativo inducido in vitro. Esto se atribuyé a la amplia variedad de
antioxidantes lipofilicos presentes en el aceite.
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Cuadro 2.- Compuestos presentes en la pulpa del aguacate. Tomada y modificada de
Giacco et al., 2010.

Compuestos que se pueden encontrar en la pulpa del aguacate por cada 100g de fruta:

Vitamina C (mg) 8.80 Filoquinona (pg) 21.0
Tiamina (mg) 0.08 Acidos grasos saturados (g) 2.13
Riboflavina (mg) 0.14 '::;:Z?ni;atiorz (i 9.80
Niacina (mg) 1.91 xilﬁ;’:agtzarzzsos @ 1.82
Acido pantotenoico(mg) 1.46 Colesterol (mg) 0.00
Vitamina B-6 (mg) 0.29 Estigmasterol (mg) 2.00
Folato (pg) 89.0 Campesterol (mg) 5.00
Colina (mg) 14.2 beta-sitosterol (mg) 76.0
Betaina (mg) 0.70 Calcio (mg) 13.0
Vitamina A (pg) 7.00 Hierro (mg) 0.61
alfa-caroteno (pg) 63.0 Magnesio (mg) 29.0
beta-caroteno (pg) 24.0 Fosforo (mg) 54.0
beta-criptoxantina (pg) 27.0 Potasio (mg) 507.0
Luteina + Zeaxantina (ug) 271.0 Sodio (mg) 8.00
alfa-tocoferol (mg) 1.97 Zinc (mg) 0.68
beta-tocoferol (mg) 0.04 Cobre (mg) 0.17
gamma-tocoferol (mg) 0.32 Manganeso (mg) 0.15
delta-tocoferol (mg) 0.02 Selenio (mg) 0.40
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2. JUSTIFICACION

Debido a que la diabetes es un grave problema de salud en todo el mundo y que su
alta tasa de morbi-mortalidad esta asociada a las diversas complicaciones que pueden
afectar diversos érganos en estos pacientes, es de gran interés encontrar estrategias
que puedan reducir la incidencia de estas complicaciones. Dado que el estrés oxidativo
y la disfuncién mitocondrial son elementos claves en la etiologia de la mayoria de estas
complicaciones, el aceite de aguacate podria ser una alternativa en la prevencion y
tratamiento de estas enfermedades asociadas a la diabetes, debido a la variedad de
componentes como el acido oleico y la diversidad de antioxidantes que lo componen,
ademas de los efectos benéficos observados al proteger la actividad de los complejos
de la cadena transportadora de electrones y disminuir la formacién de ERO, lo cual
mejora la funcién mitocondrial y disminuye el estrés oxidativo durante la diabetes.

3. HIPOTESIS

El aceite de aguacate previene el daino en 6rganos blanco de la diabetes al disminuir el
estrés oxidativo y mejorar la funcion mitocondrial.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del aceite de aguacate sobre el dafio en 6rganos blanco de la
diabetes y su relacion con el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Analizar el efecto del aceite de aguacate sobre distintos parametros fisiolégicos
que se alteran durante la diabetes.

= Evaluar el efecto del aceite de aguacate en la funcién mitocondrial en el higado,
cerebro y rindn de ratas diabéticas.

= Determinar el efecto del aceite de aguacate sobre el estrés oxidativo
mitocondrial en el higado, cerebro y riidn de ratas diabéticas.

= Analizar el efecto del aceite de aguacate en las alteraciones histopatolégicas en
el higado y rifidn de ratas diabéticas.
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5. CAPITULO I. EFECTOS PROTECTORES DE LA INGESTA DE ACEITE DE
AGUACATE EN EL DETERIORO DE LA FUNCION DE LA CADENA DE
TRANSPORTE DE ELECTRONES Y EL ESTRES OXIDATIVO EXACERBADO
EN MITOCONDRIAS DEL HiGADO DE RATAS DIABETICAS.
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6. CAPITULO II. EL ACEITE DE AGUACATE MEJORA LA FUNCION
MITOCONDRIAL Y DISMINUYE EL ESTRES OXIDATIVO EN EL CEREBRO DE
RATAS DIABETICAS.
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Furiher studies are required ahout these issucs for the
development of therapeutic slrategies Lo ameliorale Lhe
impact of diabetic encephalapathy and other complicationa
aof diabetes. Tn this regurd, nutracenticsls with antioxidant
propertics have been used as alternative treatments 1o slow
andfor prevent Lhe inherenl complicalions of diabeles [12-
14]. A candidate belonging to this group of nutracenticals is
avacado, as this fruit contsins a wide variery of antioxidants
including curvicnoids, tocopherols, chlorophylls, vitarming,
and oleie acid (C18:1) us the main famy acid [15]. Moncover,
improvement in glycemic coolrol, plasma lipid profile, and
atherogenic index has been observed in diabetic patients con-
suming avacado in their dietz [16]. Regarding the alwerarions
in mitochondrial function and oXidative stress in diabetes,
we have previously reporled that avecado vil prevented renal
mitochandrial dysfunction in streptozatocin-induced type 1
diabetic rats by preserving the activity of the complex 111
of the electron twansport chain (ETC) and attenwating ROS
levels due to proteclion of Lhe integrily ol cylochromes £ +
[17).

Tni this wark, we aimed ta evaluate the effects of avocade
il on brain mitochondrial function and oxidative situs in
STZ-induced type I diabetic rats. For this purpose, several
parameters ol mitochondrial funclion were analyzed such as
respiratory contral ratio {RCR), activity of the ETC com-
Plexes, transmembrane poential (A%} lipid peraxidation
Jevels, ROS levels, and {GSHAGESG) rutios.

2. Materials and Methods

2L Animals and Experimental Design, Male Wislar rata
weighing behween 300 and 350 g were used and kept under
controlled temperature and 12 hours cycles of light/dark.
Rats were fecd with a rodent diet and water ad libitum,
For the management of the animals, we lollowed the rec-
ommendstions from Mexican Federal Regulations for the
Use apd Care of Animals (NOM-062-7.00-1999, Ministry of
Agriculture, Mexico). This research was aleo approved by the
Instirutional Comminee for Use of Animuls of the Univer-
sidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Diabeles was
induced by intraperitoneal administration of STZ (45 mgfkg).
in rats subjected to 12-hour fasting conditions. Five days after
diabetes induction, the glucose levels were determined and
rals exhibiting blood glucose levels bigher than 300 mg/dl.
were included in the experimental trial.

Rats were randomly divided in four groups: (1} norme-
glycemic rats (Control); (2} normoglycemic eats plus avocade
ail (Control + AO); (3} diabetic rats (Diabetic); (1) diabelic
rats phis avocado oil (Diabetic + AO). Avocado oil was
administered orally at a dose of 1 mLf250 g weight in a daily
basis for a period of 90 days. A commercial presentation of
avocade oil {Abuacailan, DIRICOM, S5.A. de €Y., México),
pwrehased from a local grocery, was used in the experimental
trial.

2.2 Isolation of Milechondria. At the end of the trealment,
animals were fsted overnight and sacrificed by decapita-
tion. Brain was quickly removed and mitochandria were
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isolsted by ditferential centrifugation in o Percoll gradient as
previcusly described (18], Briefly, the enlire brain, without
the cerebellum, wax extracted and pliced in a ¢old medium
contwining 210 mM mannitol, 70 mM suctose, 1 mM EGTA,
0.5% bovine serum albumin, and 10mM MOPS (p!H 74)
"The brain was homogenized manually in 4 glass homegenizer
and certrifuged at 400 g. The supernatant was centrifuged
at 200 g, Centrifugaticns were carried out duting 10 min at
4"C. Mitochondrial protein concentration was measured by a
modification of the Biuret method [19] calibrated with bovine
gerum albumin.

2.3, Cxywen Cansumpéion. To measure mitochondrial respi-
ration, freshly isolated brain mitochondrs were resuspended
in a linal volume of 2 mL of buffer for measuring cxygen
consumption (10 mM HEPES, 100 mM KCl, 3mM MgCl,.
and 3mM KH;PO, at pH 74) in a sealed glass chamber
with canstant stirring. The rate of exygen consumpticn was
determincd at room temperature using a Clack-type oxygen
elecirode coupled 1o an oxygen monitor Y51 53040 and a
computer for data acquisition. The determinations started
immediately after adding 10 mM glotamate/ malate as respi-
ratory substrate for complex I (state 4) and after 3 minuies,
1mM AP was added 1o delermine oxygen consumplion
in the phosphorylating state (state 3). Finally, inhibitors
of complex TIT {1 ug antimycin A) and complex IV (1 mM
KCN) were added to inhibit mitochondrial respiration. The
respiralory control ralio (RCR) was calculated from the ralio
of the state 3fstate 4 respiratory rates.

24, Determivation of Mitochondrial Membrane Potential
(o, ) AW, was cstimated by a spectroflucrometric assay
wing Salranin O |20]. 0.5mg/mL milcchondria were
resuspended in a medium containing of 100mM KCl,
75 mM mannitol, 25 mM socrose, and 0005 mM EDTA {(pH
74). AW, traces were started by measuring basal Safranin
O Mucrescence during 1 min. Later, milochondria were ener-
gized with 10 mM glulamatefmalate and tuorescence changes
were followed by additional 4 min. Finally, 5uM of the
uncoupler CCCP (carbonyleyanide-chlorephenylhydrazone)
was added 1o dissipate AY,,. The changes in Safranin O
Nuorescence were measured at A, 495nm and A, 586 0m
in a Shimadzn RFS301PC spectroflucrometer.

2.5, Bvaluation of Lipid Peraxidation Levels. This determina-
tion was carried out in brain mitochondtia by measuring the
levels ofthiobarbiluric acid reaclive subslances (TBARS) [21].
Absorbance was measured at 532om with a Perkin Elmer
Tambda 18 UV/VT5 spectrophoiameter. [Tata were expressed
as nanemoles of TBA reactive species (TBARSY mg protein.

2.6, Measurement of the Activity of the FTC Gomiplexes. To
determine the activities of the ETC complexes I, IT, IIT, and IV,
intact mitachondria were parmeabilized with Triton X-100 as
previously described [22]. Enzymatic activities were assayed
using 0.1 mg/ml permeabilized mitochondra resuspended
in 50 mM KH, PO, buffer. NADH-oxidoreductase {(complex
T} activity was assayed in brain mitochondria incobated
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with I up sntimycin A plus | mM XCN. After 5min, 5 mM
K,Fe{CN); was added and absorbance was followed during
L min at 340 pm in & Shimadzu UV 2550 spectrophatometer.
Then, NADH was added and its oxidation wis messured
during 4 min. The rate of NADH oxidation was caleulated
using a molar extinction coefficient of 16.3mM 'cem ! for
NADH [23]. Succinate-DCIP oxidoreductase {complex 1)
uctivity was mensured spectrophotometrically at 600 nm by
folowing ibe reduction of 2.6-dichlerophenoiindophenol
{DCIP). Antimycin A-sensitive succinate-cytochrome ¢ oxi-
doreductase (camplex TIT} activity was followed by measuring
at 550 nm the reduction of cytochrome ¢. Cytochrome ¢
oxidase (complex I V) activity was evalualed by measuring the
axidatian af reduced cytochrome c at 550 nm [24].

2.7 Measurement of ROS Levels. ROS levels were deter-
mined by measuring the oxidation of 2°,7’ -dichioredihydro-
Auorcseein dicetate {I1,DCFDA). 0.5mg/mL intact mito-
chondria and 1.25 mM H,DXCFDA were incubated in a buifer
cantaining 10 mM HEPES, 100 mM KCl, 3 aM MgCl,, and
ImM KH,P0, (pH 74) during 20 min at 4°C under constant
shaking. Later, mitochondnisl suspension was placed in u
quartz cuvelle and basal fluorescence was recorded. Afier
1 min, 10 ;M glutamate/nmalate was added and the changes
in HyDCFDA fluorescence were further followed by 20 min
[17}. Fluorescence changes were detected in a Shimadzu RF-
53011°C spectrofluorophotometer (A, 485 nm; A, 520 nm).

2.8. Glutathione Assay. Mitochondrial samples were treated
with 5% (v/v) sulfosalicylic acid and centrifuged st 7800 ¢
for I0min to remove denatured proteins, and reduced
glutalhione (GSH) and oxidized giulathione {GSSG} were
determiined by an enzymatic method. The total glutathione
{G5H + GSSG) content was assayed in a cuvette containing
90 4. of the supernatant in 0.1 M sadium phosphate buffer
{pI1 75), 3mM 5,5'-dithiobis{2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
and 0.115unil/mL glutathione reductase in a final vohume
of 1mL. Afier 5min of incubaticn at room temperature,
2mM NADPH was added and the kinetics of the reaction
was monitored for 5min. The increment in absorbance at
412 om was converted to GSH concentration using a standard
curve with known amounts of GSH [25]. For determination
of GSSG, the same DTNB recycling assay was performed
after using 3% (v/v) 4-vinylpyridine to remove reduced GSH
[ollowed by incubalion al room temperatare for I b before the
begianing of the assay.

2.9. Data Analysis. Results are expressed as the mean 2
standard error of at least 3 independent experiments using
samples from different animals for each experimenl. Statis-
tical differences of the data were determined with Studeaf’s
t-test using Sigma Plot software vi1.0.

3. Resnlts

3.1 Body Weight and Levels of Serum Glucose and Lipids. 'The
brains used for the experiments of this study were dissected
fram the same rats used for other study reporting the effects

of avocado vil on liver mitochondrial function of diabetic
rals [26). As reported in that study, control and STZ ruts
exhibited at the end of the irial fasting serum glucose levels of
475 £ 4.1 and 3676 £ 8.0 mg/dL., respectively. Chalesteral and
trigiycerides levels reached 70.5 + 5.0 and 89.8 + 13.9% mg/dL,
respectively, in cantrol animals and 94.2 £ 4.5 and 3965 +
33.6 mg/dL. respectively, in STZ rats. Avocade oil normalized
choleslerol and decreased triglyceride levels in $1%Z-treated
rats, as the levels of Lhese lipids were 609 x 4.6 and 131.8
+ 2.2 mg/dL, respectively. Avocado oil had not any etfect
on glucose levels of STZ-treated rats. Moreover, control and
STZ-Ireated rats displayed at the end of the study body weight
values of 502.3 £ 9.6 and 246.3 £ 16.0 g, respectively, without
avocade oil treatment significantly altering this parmmeter
neither in control nar in STZ-treated rats. Together, these
results cenfirm that STZ treatment induced diabetes and
demonstrate that avocada ol corrects only diabetic dyslipi-
demia,

3.2, Bffects of Diabetes and Avocade (il on Respiratory
Function of Brain Mitechondrie. Oxygen consumption rates
(OCR) in resting siate (state 4) and phosphorylating state
(state 3) were measured with the objective to evalnate whether
dishetes impaiced mitochondrial function and determine
the protective effects of avocado oil Diabetes had a notable
tmpact on brain mitochondria respiration {Figures 1(a) and
1(h)} as OCR in states 4 and 3 decreased 41.3% and 54.5%,
respectively. Importantly, avocado oil prevented these effects,
being this protective effect more prominent in state 3 respi-
ration (Figure 1(b}). Impaired respiratory rates led to lower
RCR in diabelic rats (Figure 1(c)}, although, in this case, RCR
vahues were not different in a slatistically significant way.

3.3, Effects of Diabetes and Avecado Oif on Mitochandrial
Transmembrane Patential (AY,,). Further characterization of
impaired brain mitechondrial function in diabetic rats was
carried out by analyzing A¥,,. As observed in TFigure 2, the
energization of mitochondria from the control group {black
line} with glutamate/malate elicited a large, instantanecus
decrease in Safranin O Huorescence, which reflects the
establishmenl of the A¥,,. Moreover, AY,, remained slable
afler 2 min and Lhe addition of an uncoupler (CCCP) induced
an increase in Safranin Huorescence at initial levels before
substrute addition, which is indicative of full dissipation of the
A¥,.. In contrast, the changes elicited by glutamate/malate in
Safranin flucrescence were ofa considerably lower magnitude
in mitochondria fram diabetic rats {gray line) and accurs at
a slower rate than in mitochondria from control rats (black
line), which together indicates that diabetes impaired brain
nitochondrial functionality. Notably, avocado oil intake fully
prevented the alterations in the A observed in diabetic
rals (gray pointed line) and did not alter this parameter in
the control group (black discontinuous line). Thetefore, these
results confirm that diabetes induced brain mitochandrial
dysfunction and that avecado ail fully prevented this alter-
ation.
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Avocado oil further increased the activity of the complex
I in 1he dwbetic rats, which may contribute to improved
electron flow thraugh the redox centers of camplex 1M1, as
evidenced by impraved respitation in dishetic mitnchondria
treated with avocada oil. Enhanced complex III activity
may reduce the half"life of semigninone intermediates and
decrease ROS levels az semiquinones are eleciron donors te
oxygen Lo form superoxide anion ((3,° ). 'This hypolhesis is
in [lly agreement wilh amelioraled ROS levels (Figure 4)
and decreased madative stress {Figure &} observed in mito-
chondria from diabetic raws treated with avocado ail. On
the other band, decreased setivity of complex [ in diabetic
rals sopplemented with avocado oil might conlcibule 1o
dececased ROS levels due o electron leak at the ETC hy
limiting the oxidation of NADH and decreasing the rate of
semiquinane generation, which in toen agrees with the rale
of the complex 1 also in ROS peneration besides complex
111 [46, 47]. On Lhe other hand, il would be argued that
the lack of inhibitory effects of diabetes on the activities
of the ETC complexes does not fit well with decteased
respiratory rates and pactially dissipated AW, observed in
milochondria of Lhe same animals. However, as pointed out
by Brand and Nicholls, [48], mitochondrial function (ie.,
substrate axidation and ATP turnover) is not only under the
control of the BTC enzymes but is widely shared beiween
many processes, induding adenine nucleotide exchange by
adenine nucleatide tranzlocase, phosphate availability due
10 phosphate carrier activity or F Fy-ATP synthase activity,
For this reason, altered ETC functionality may indeed have
2 negligible effect on ovensll mitochondrial function. Based
on Lhese considerations, it may be suggested thal milochen-
drial dysfunction in brain mitochondria is independent of
aherations on the activities of the ETC enzymes. Tnstead,
deereased respiration in state 3 may be duc to alicrations in
ADP phosphorylalion as was discussed above.

Milochondrial ROS levels were higher in the diabelic
group (Figured}. [n other studies, increased ROS levels
have been described to activate signaling pathways that lead
1o ¢ell death of neurons and the development of diabetic
cneephalopathy [4, 49]. Moreover, swocadio ol consumption
prevenled exacerbated ROS generation in diabetic rals, which
raises the possibilily thal the onsel ol diabelic encephalopathy
might be delayed in these animals. The observation that
avocado oil deereases mitochandrial ROS levels confirms its
antiogidant potential. Tis antiogidant capucity may be alse
relatzd to its constilulion of fally ackls since menounsalu-
rated fatty acids, as oleic acid {C18:1}, which comprises ~£0%
of the fatty acids prezent in the oil, are less snsceptible to
damage by ROS that polyunzaturated fatty acids [50]. It is also
possible that many of the anticxddant compoonds in avocade
such a3 vitamins, carotenoids, chlorophylls, and 1ocopherols
are preseni in Lbhe oil and all these components could be
tesponsible for the observed effect, where the lipophilic com-
ponenes allow sccumulation in mitochondria. This feature
has been used for the synthesis of new mitochendria-target
antioxidants [51], far example, the SO0-mimics [52], which
have heen created to reduce ROS in oxidative stress related
diseases like diabetes.

To estimate the extent of mitochondrial oxidative stress
during diabeles and Lhe ability of avocado oil Lo counter-
act this process, lipid pernxidation alse wax determined.
According 1o different reparts ahour the levels of lipid
peroxidation in brain mitechondris, there i no consensus
aboul whether this process remains unaltered or increases
during diabetes [37, 4], 53]. A probable answer 1o this lssue
is that increased lipid peroxidation accurs differentially only
in certin brain regions such as the prefrontal cortex and
amygdala [10, 38]. [n our experiments, an increage in TBARS
levels in mitochendria of diabetic group was not observed
{Figure 5), which might be related with the fact that we
used a whole brain homogenste e isolste mitochendria.
Avocado ol decreased lipid perovadation of mitochondral
membranes of the brain [rom contrel and diabetic rats. This
probably reflects an antioxidant effect in the entire brain.
Diahetes aleo decreased the GSHMGASG ratio, which, in
contrast with the above controversy about lipid peroxidation,
is consistenl with other reporis where, besides, Lhe toal
glutathicne content was found to be decreased in diabetic
brain [3, 38]. Lower GSH/GSSG ratics impair the ability of
some anticxadant enzymes that need GS1H 1o regenerale its
Tunclion, which Further increases cxidalive stress in brain
diabetic mitochendria

It is impartant to note that one important limitation
of this wotk is that cognitive decline due 1o diahetes and
the impact of svocado oil were not assessed in this study,
which impedes lo conler avocado oil a proteclive role on
diabetic encephalopathy. As a first approach, it was intended
in thiz study to exploze whether avocado oil supplementation
may protect from diwbetes-induced brain mitochondrial
dyslunclion and exacerbated oxidative stress. However, we
thought that the findings from this study pave the road to
further research addressing if the administration of avocado
oil may have beneficial effects in diabetic encephalopathy,
since lhe alienuation of some features of oxidalive stress
ohserved in oor study, such as increased lipid peroxidation
and ghuathione exhaustion, is believed to ameliorate cogni-
tive deficits during diabetes [54).

5. Conclusion

Avocadio oil improves brain mitochondrial function in dia-
belic rats by preventing the impairmenl in mitochoodrial
respiration and &%, induced by diabetes, besides increasing
complex IMI activity. This may he related to decreased ROS
lesels and improved redox status in diabetic rats as reflected
by a higher GEH/GSSG mtio. These effects might delay the
onset of diabetic encephalopathyy, but this possibility remains
to be investigated.
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8. CAPITULO IV. EFECTO DEL ACEITE DE AGUACATE SOBRE EL PERFIL
METABOLICO Y EL DESARROLLO DE NEFROPATIA DIABETICA EN RATAS
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EFECTO DEL ACEITE DE AGUACATE SOBRE EL PERFIL METABOLICO Y EL
DESARROLLO DE NEFROPATIA DIABETICA EN RATAS GOTO-KAKIZAKI.

RESUMEN

El descontrol tanto en el metabolismo de glucosa como de lipidos durante la diabetes,
debido a la disminucion en la sintesis de sustancias reguladoras como lo son la insulina
y la adiponectina, propicia la aparicion de complicaciones. Una de las complicaciones
mas frecuentes y devastadoras es la nefropatia diabética, la cual se caracteriza por
niveles altos de proteinuria debido a una filtracion glomerular inadecuada. El desarrollo
de la nefropatia se ha asociado con el estrés oxidativo mitocondrial y a la activacion de
vias metabdlicas que dan como resultado la aparicién de fibrosis glomerular entre otras
alteraciones. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del aceite de aguacate
sobre el perfil metabdlico y el desarrollo de nefropatia diabética en un modelo de
diabetes tipo 2.

Se utilizaron ratas Goto-Kakizaki como modelo de diabetes tipo 2, a las cuales se les
administro el aceite de aguacate via oral por 3, 6 y 12 meses. Los resultados mostraron
que el tratamiento con el aceite de aguacate mantiene por mas tiempo los niveles de
adiponectina, sin embargo no tuvo efecto en los niveles de insulina. El tratamiento
mejoro el perfil de lipidos en las ratas al disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos
y LDL y mantener las concentraciones de HDL. Otro aspecto importante fue que el
aceite no produjo un aumento de peso en las ratas diabéticas. Al evaluar la funcion
renal, el aceite contrarrest6 de manera parcial el aumento en la proteinuria observada
en el grupo diabético y en la evaluacion histopatoldgica, las ratas diabéticas mostraron
signos de nefropatia diabética como acumulacién de matriz extracelular en el glomérulo
y engrosamiento de la membrana basal glomerular desde los 3 meses de tratamiento.
El tratamiento con el aceite de aguacate retrasé la aparicion de estas alteraciones
hasta los 6 meses. En cuanto a la funcién mitocondrial, las ratas diabéticas mostraron
el menor acoplamiento a lo largo del tratamiento lo cual fue prevenido por el aceite de
aguacate. Estos resultados muestran que el aceite de aguacate mejord varios
parametros del perfil metabdlico y retrasd el desarrollo de la nefropatia diabética,
probablemente debido a una mejoria en la funcién mitocondrial, esto debido a los
componentes del aceite de aguacate ya que algunos pueden funcionar como
antioxidantes, mientras que otros, como el acido oleico, que tienen un efecto benéfico
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Palabras clave: diabetes, rifidn, adiponectina, perfil de lipidos, proteinuria.
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ABSTRACT

Uncontrolled glucose and lipid metabolism during diabetes, due to the decrease in the
synthesis of regulatory substances such as insulin and adiponectin, promotes the
development of diabetic complications. One of the most frequent and devastating
complications is diabetic nephropathy, which is characterized by high levels of
proteinuria due to inadequate glomerular filtration. The aim of this study was to evaluate
the effect of avocado oil on metabolic profile and the development of diabetic
nephropathy in a model of type 2 diabetes.

Goto-Kakizaki rats were used as a model of type 2 diabetes, and avocado oil was
administered orally for 3, 6 and 12 months. The results showed that treatment with
avocado oil maintained for a longer time adiponectin levels, however had no effect on
insulin levels. The treatment improved the lipid profile in rats by lowering cholesterol,
triglyceride and LDL levels and maintaining HDL concentrations. Another important
aspect was that avocado oil did not result in weight gain in diabetic rats. When
evaluated renal function, the oil partially counteracted the increase in proteinuria
observed in the diabetic group, while in the histopathological evaluation diabetic rats
showed signs of diabetic nephropathy such as accumulation of extracellular matrix in
the glomerulus and thickening of the basement membrane starting from 3 months of
treatment. Treatment with avocado oil delayed the development of these alterations
until 6 months. Regarding mitochondrial function, the diabetic rats showed mitochondrial
dysfunction throughout the treatment, and this effect was prevented in some cases by
the avocado oil. These results show that avocado oil improved several parameters of
the metabolic profile and delayed the development of diabetic nephropathy, probably
due to an improvement in mitochondrial function, due to the components of avocado oil
since some may function as antioxidants, while others, such as oleic acid, have a
beneficial effect on the metabolism of lipids and carbohydrates.

Keywords: diabetes, kidney, adiponectin, lipid profile, proteinuria.
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MARCO TEORICO

La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce
(OMS, 2017). La insulina es una hormona secretada por las células 8 de los islotes de
Langerhans del pancreas (Clark et al., 2001). La principal funcion de la insulina es
contrarrestar la accion concertada de varias hormonas generadoras de hiperglicemia y
para en niveles fisiologicos los niveles de glucosa en sangre. Ademas de su papel en la
regulacion metabolismo de la glucosa, la insulina estimula la lipogénesis, disminuye la
lipdlisis y aumenta el transporte de aminoacidos en las células (Turner et al., 1979).
Ademas de la insulina existen otras moléculas que ayudan a regular las
concentraciones plasmaticas de glucosa, una de las mas importantes es la
adiponectina. La adiponectina es una adipocina que modula numerosos procesos
metabdlicos, incrementa la sensibilidad de insulina y produce un aumento en la (-
oxidacion de los acidos grasos, lo que da como resultado la reduccion de la cantidad de
acidos grasos circulantes y de triglicéridos intracelulares contenidos en el higado y en
los musculos (Fasshauer & Bluher, 2015). Debido a que otra de las alteraciones que se
presenta con mucha frecuencia durante la diabetes es la dislipidemia, la adiponectina
juega un papel importante al regular tanto el metabolismo de carbohidratos como de
lipidos. Las dislipidemias son uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y estas a su vez constituyen una de las
principales causas de morbi-mortalidad en los pacientes diabéticos (Haffenr et al.,
1998). Estos pacientes presentan un patrén de alteraciones lipidicas caracterizadas por
elevacion moderada del colesterol LDL, incremento de triglicéridos y reduccion del
colesterol HDL (dislipidemia aterogénica) (Krauss & Siri, 2004). Las diversas guias de
manejo de dislipidemias coinciden en que la reduccion del colesterol LDL, es el
principal objetivo terapéutico en los pacientes diabéticos (Mooradian, 2009).

Otra complicacién muy comun, que forma parte de las complicaciones microvasculares
es la nefropatia diabética, la cual es la complicacién mas devastadora y costosa que
sufren los pacientes con diabetes en todo el mundo. La hiperglucemia es la
responsable del desarrollo y la progresion de la nefropatia diabética a través de
diversas alteraciones metabdlicas que producen un incremento en el estrés oxidativo.
Uno de los principales responsables del aumento en el estrés oxidativo renal durante la
diabetes es el metabolismo mitocondrial, mayormente debido a alteraciones en la
cadena transportadora de electrones (Granata et al., 2009). Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) producidas en la mitocondria pueden funcionar como reguladores de
diversas vias metabdlicas que pueden activar factores de transcripcion tales como NF-
kB, PKC y AP-1, los cuales pueden aumentar la expresion de TFG-B1, la citosina mas
importante involucrada en el desarrollo del dafio renal (Lee et al., 2003).
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En estudios clinicos, a la pulpa del aguacate se le han atribuido efectos tales como un
mejor control glucémico, el descenso del colesterol total, de las LDL vy los triglicéridos,
con un aumento de las HDL y por lo tanto una mejoria del indice aterogénico en
pacientes con colesterol normal, con hiperlipidemia, con hipertrigliceridemia y con
diabetes mellitus tipo 2 (Alvizouri et al., 2009). Ademas, como se mostré en el capitulo
I, el tratamiento con aceite de aguacate disminuy6 las concentraciones plasmaticas de
glucosa en las ratas Goto-Kakizaki incluso después de 12 meses de tratamiento y
disminuyo el estrés oxidativo en las mitocondrias de riiidn al disminuir la produccion de
ERO, bajar los niveles de peroxidacion de lipidos y aumentar los niveles de glutation
reducido (GSH) (Ortiz Avila et al., 2017).

Tomando en cuenta que el estrés oxidativo es un punto central para el desarrollo y la
progresion de la nefropatia diabética y que el tratamiento con el aceite de aguacate ha
probado disminuir este parametro en el rindn, ademas de que el consumo de aguacate
mejora el perfil de lipidos y el control de la hiperglucemia, el objetivo de este trabajo es
determinar el efecto del aceite de aguacate sobre el perfil metabdlico y el desarrollo de
nefropatia diabética asi como la funcion mitocondrial en el riidn de ratas con diabetes
tipo 2.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se emplearon ratas Goto-Kakizaki (GK) macho las cuales se mantuvieron en un
bioterio bajo condiciones de temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12
horas. Fueron alimentadas con una dieta especial para roedores y agua ad libitum.
Para el manejo de los animales se siguieron las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana para el uso de animales expedida por la Secretaria de Agricultura en el
parrafo de Regulaciones Federales para el Uso de Animales (NOM-062-Z00-1999).
Las ratas Goto-Kakizaki son un modelo de diabetes tipo 2 debido a que presentan un
escaso numero de islotes de Langerhans y por tanto, hay una baja produccion de
insulina. Las ratas Goto-Kakizaki provienen de la cepa Wistar y por ello se utilizaron
como control.

Disefio experimental

Para el estudio las ratas fueron divididas al azar en cuatro grupos, de ocho ratas cada
uno. Ratas Wistar: Grupo 1-Control y Grupo 2-Control + aceite de aguacate. Ratas
Goto-Kakizaki: Grupo 3-Diabético y Grupo 4-Diabético + aceite de aguacate. Los
grupos 2 y 4 recibieron una dosis de aceite de aguacate de 400ul/100g de peso
corporal y los grupos 1 y 3 recibian solamente agua. La administracion se realiz6 via
oral durante un periodo de 3, 6 y 12 meses. Se realizd un registro de los niveles de
glucosa y peso de los animales a lo largo del tratamiento. Al término del tratamiento las
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ratas fueron sacrificadas con un ayuno de 12 h y se obtuvo suero para la determinacién
de diversos parametros bioquimicos. También se extrajeron los rifiones, de los cuales
se aislaron mitocondrias y también se fijo el tejido para posteriormente realizar los
cortes histologicos.

Determinacion de insulina y adiponectina

Para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de adiponectina se empled
el kit ELISA de Inmunoensayo Enzimatico de Adiponectina (Acrp30) de Sigma-Aldrich.
En la determinacion sérica de insulina también se utilizd6 un kit ELISA
inmunoabsorbente enzimatico de Sigma-Aldrich, en una placa de 96 pozos para la
medicidn cuantitativa de insulina en muestras bioldgicas.

Determinacién del perfil de lipidos

Las determinaciones de las que consta el perfil de lipidos son: colesterol total,
triglicéridos, HDL y LDL. Estas se realizaron en el suero de las ratas mediante pruebas
enzimaticas acopladas a reacciones colorimétricas utilizando los kits de Spinreact.

Determinacion de proteinuria

Para la determinacion de proteina en orina de 24 h, cada rata se mantuvo en una jaula
metabolica durante 24 h donde se colecto la orina. Una vez transcurrido este tiempo, se
midio el volumen total de la orina y se realizé la determinacién de proteinas totales en
orina. Las proteinas presentes en la orina reaccionan en medio acido con el complejo
rojo de pirogalol-molibdato originando un complejo coloreado que se cuantifica
espectrofotométricamente a 598 nm utilizando un kit de Spinreact. Se ha usado a la
albuminuria, es decir, en la excrecion urinaria de albumina entre mas de 300 mg/24 h,
como un marcador de nefropatia diabética desde que fue descrita en 1964 por Keen y
Viberti (Keen & Viberti, 1981).

Histopatologia

Las muestras fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y embebidas en parafina para
asi realizar cortes de tejido utilizando un micrétomo, los cuales fueron tefidos con la
tincion de PAS (acido per iddico-de Schiff) para evaluar posteriormente el nivel de dafio
renal. Los cortes y las tinciones fueron realizados por la Histotecndloga Maria
Guadalupe Hiriart Valencia en el Laboratorio de Morfologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias y la evaluacion histopatolégica por la Dra. Ma. del
Consuelo Figueroa Garcia.
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Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias de riiidn se aislaron mediante centrifugacion diferencial con el método
descrito por Saavedra-Molina y Devlin (1997). Para obtener las mitocondrias, los
rinones fueron triturados y lavados con medio 1 (220mM manitol, 70 mM sacarosa, 2
mM MOPS y 1 mM EGTA, a pH 7.4). Los fragmentos fueron homogenizados y
centrifugados a 2000 rpm y el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 7500 rpm y la
pastilla resultante fue lavada con medio 2 (220mM manitol, 70 mM sacarosa y 2 mM
MOPS, a pH 7.4) y centrifugada a 9000 rpm. Finalmente la pastilla se resuspendi6 en
500ul de medio 2. Todas las centrifugaciones se realizaron durante 10 minutos a 4°C.
La concentracion de proteina mitocondrial fue determinada mediante el método de
Biuret.

Medicion del consumo de oxigeno

Las mitocondrias recién aisladas fueron resuspendidas en un volumen final de 2ml de
buffer de respiracion (HEPES 10mM, KCI 100mM, KH2PO4 3mM y MgCI2 3mM a pH
de 7.4) en una camara de vidrio sellada y la velocidad de consumo de oxigeno fue
determinada a temperatura ambiente usando un electrodo de oxigeno de tipo Clark
acoplado a un monitor de oxigeno YSI 5300 y a un graficador. Los trazos de respiracion
se iniciaron inmediatamente después de inducir la respiracion basal (estado 4)
mediante la adicion de 10mM de glutamato/malato como sustrato respiratorio. A los tres
minutos se adicionaron 10ul de ADP 100mM, lo cual abate el potencial de membrana
generado a través de la membrana interna mitocondrial debido al reingreso de los H+
por la F1FO ATP sintasa hacia la matriz durante la fosforilacién del ADP, dando lugar a
un aumento en el flujo de electrones en la CTE y en la velocidad de consumo de O2
(estado 3) para restablecer el Aym. La respiracion fue inhibida con la adicion de 1TmM
de KCN, lo cual permite descartar el consumo de oxigeno ajeno a la actividad de la
CTE (Ortiz-Avila et al., 2015).

RESULTADOS
Efecto del aceite de aguacate en los niveles de insulina y adiponectina

Debido al efecto hipoglucemiante del aceite de aguacate, anteriormente reportado
(Ortiz Avila O., 2017), se determindé si el efecto es debido al aumento en las
concentraciones plasmaticas, ya sea de insulina o de adiponectina. Al medir las
concentraciones de insulina se observdé una disminucién en las ratas diabéticas
(13.5%), respecto a las ratas control a los 3 meses de tratamiento, mientras que los
niveles continuaron disminuyendo 33.2% a los 6 meses y hasta un 73.3% a los 12
meses. El tratamiento con el aceite de aguacate no modific6 este parametro, se
observd una disminucion gradual de los niveles de insulina al igual que en el grupo
diabético sin tratamiento (Fig. 1). Con relacion a los niveles de adiponectina, a los 3
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meses de observé una disminucién drastica, del 70%, en el suero de las ratas
diabéticas (Fig. 2), mientras que el tratamiento con el aceite de aguacate previno la
disminucidn en la concentracion de este parametro. A los 6 y 12 meses de tratamiento,
la adiponectina disminuyo su concentracion en las ratas diabéticas, hasta en un 77.2%
por debajo del grupo control, y con el tratamiento de aceite de aguacate se obtuvo una
disminucién del efecto mostrado a los 3 meses de tratamiento, ya que a los 6 meses
las concentraciones plasmaticas de adiponectina se redujeron un 55.6% y a los 12
meses la concentracién fue similar a la de las ratas diabéticas sin tratamiento.

I Control

] Control+aceite
[ Diebético

E== Diabético+aceite

Figura 1.- Efecto del aceite de aguacate sobre los niveles de insulina. Los datos se
presentan como la media £+ EE de una n=4-8. **p<0.05 vs. Control; ANOVA de dos vias
(Bonferroni).

Figura 2.- Efecto del aceite de aguacate sobre los niveles de adiponectina. Los datos
se presentan como la media + EE de una n=4-8. *p<0.05 vs. Control; #*p<0.05 vs.
Diabético; ANOVA de dos vias (Bonferroni).
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Efecto del aceite de aguacate sobre el peso y el perfil de lipidos

Debido al incremento en el contenido de lipidos en la dieta de los animales a causa del
tratamiento con el aceite de aguacate, se realizd un registro del peso de los mismos
para determinar si el tratamiento alteraba este parametro. Se observd que las ratas
Wistar (grupos control y control+aceite) tuvieron una mayor ganancia de peso que las
ratas Goto-Kakizaki (grupos diabético y diabético+aceite) a lo largo del tratamiento (Fig.
3). En el caso de los grupos control, el tratamiento con aceite de aguacate produjo un
ligero incremento del 7.7% en el peso de los animales a partir del séptimo mes de
tratamiento, sin embargo, al finalizar los 12 meses de tratamiento no hubo diferencias
significativas. Para las ratas diabéticas, la administracion del aceite de aguacate no
produjo un incremento en su peso.

700

—&— Diabético

—a&— DiabéticotAceite
—O— Control

—@— Control+Aceite *

600 4

500 A

400 4 **

Peso (gramos)

300

200 4

0 1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12

Meses de tratamiento

Figura 3.- Efecto del aceite de aguacate sobre el peso de las ratas. Los datos se
presentan como la media £ EE de una n<4. *p<0.05 vs. Diabético; **p<0.05 vs. Control;
ANOVA de dos vias (Bonferroni).

En relacién con el perfil de lipidos, al determinar las concentraciones de colesterol total
en suero a los 3 meses de tratamiento se observd que la diabetes incremento los
niveles de colesterol un 34% vy el tratamiento con el aceite de aguacate previno de este
incremento (Fig. 4, panel 1). En las determinaciones siguientes, de 6 y 12 meses, no
hubo diferencias entre los distintos grupos. En cuanto a las concentraciones de
triglicéridos no se observaron diferencias a los 3 y 6 meses de tratamiento entre los
diferentes grupos (Fig. 4, panel Il). Sin embargo, a los 12 meses se observd un
aumento de 2.08 veces en la concentracion de triglicéridos en el grupo diabético, y este
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Colesterol (mg/dL)

aumento fue prevenido con el tratamiento con el aceite de aguacate. Al evaluar las LDL
se observo que la diabetes incremento las concentraciones de esta lipoproteina ya que
a lo largo del estudio el grupo diabético mostré un aumento entre el 70 y el 100%
respecto al grupo control (Fig. 4, panel lll) y el tratamiento con el aceite de aguacate
ayudoé a prevenir de este incremento en las LDL a lo largo del estudio. Las HDL por su
parte, no variaron a los 3 y 6 meses entre dos diferentes grupos (Fig. 4, panel IV), pero
a los 12 meses se observo una disminucion del 43% en la concentracion de esta
lipoproteina en el grupo de ratas diabéticas, lo cual fue prevenido con el tratamiento
con el aceite de aguacate.
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Figura 4.- Efecto del aceite de aguacate sobre el perfil de lipidos séricos de las ratas.
Los datos se presentan como la media + EE de una n>4. *p<0.05 vs. Control; “p<0.01
vs. Control; ANOVA de dos vias (Bonferroni).
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Efecto del aceite de aguacate en la concentracion de proteina en orina

La determinacion de proteina en orina de 24 h es un valor que refleja si existe una
alteracion en la filtracion renal, debido a esto se eligi6 como una prueba para evaluar la
funcién renal. En los resultados se observo que la diabetes produjo un incremento en
la concentracion de proteina en orina conforme transcurrié el tiempo, pasando de 358
mg de proteina en orina/24h a los 3 meses, hasta 655 mg de proteina en orina/24h a
los 12 meses (Fig 5). El tratamiento con el aceite de aguacate reduce la proteinuria
alrededor de un 50% respecto al grupo diabético a lo largo del estudio, sin embargo, el
tratamiento no impide que el grado de proteinuria también vaya aumentando de manera
gradual.
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Figura 5.- Efecto del aceite de aguacate sobre la proteinuria de las ratas. Los datos se
presentan como la media + EE de una n>4. *p<0.05 vs. Control; ANOVA de dos vias
(Bonferroni).

Efecto del aceite de aguacate en los cambios histopatologicos en el rifion

Con el fin de evaluar los cambios histologicos que se presentan durante el desarrollo
de la nefropatia diabética y el efecto del tratamiento con el aceite de aguacate, se
realizaron costes histologicos de rifion, los cuales fueron tefiidos mediante la técnica de
PAS. Las histologias de las ratas diabéticas mostraron alteraciones en el tejido
caracteristicas de la nefropatia diabética, desde los 3 meses se observd un
engrosamiento de la lamina basal glomerular asi como una ligera acumulacién de
fibrina y colageno (matriz extracelular) dentro del glomérulo asi como signos de
inflamaciéon (Fig. 6). A los 6 y 12 meses estas mismas alteraciones fueron mas
evidentes en los rifiones de las ratas diabéticas y ademas se encontraron indicios de
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fibrosis tubular, hiperplasia vascular y amiloidosis, todos ellas alteraciones histologicas
relacionadas con la nefropatia diabética. Por otra parte, el tratamiento con el aceite de
aguacate retraso la aparicion de estas alteraciones histopatoldgicas, ya que a los 3
meses no se encontraron indicios de dano renal, a los 6 meses comenzd a aparecer
tanto el engrosamiento de la lamina basal glomerular como la acumulacion de matriz
extracelular e incluso a los 12 meses las alteraciones histologicas no son tan evidentes
como en el caso de las ratas diabéticas que no recibieron tratamiento. Cabe mencionar
que a los 12 meses se encontraron leves indicios de acumulacidén de matriz extracelular
en el grupo control al que se le administro el aceite de aguacate.
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Figura 6.- Efecto del aceite de aguacate sobre los cambios histopatolégicos en los
rinones de las ratas diabéticas. Fotografias representativas de cada uno de los grupos

a los distintos tiempos de tratamiento. Aumento 40x.
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Efecto del aceite de aguacate en la funcién de las mitocondrias de rifién

Al evaluar la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones de las
mitocondrias de riidn mediante el consumo de oxigeno, se observo que a los 3 meses
de tratamiento las ratas diabéticas y diabéticas tratadas con aceite de aguacate
tuvieron un mayor consumo de oxigeno en el estado 4 comparado con las ratas control,
sin embargo, las ratas diabéticas se volvieron insensibles al ADP (estado 3), esto se
reflejo en un bajo cociente respiratorio (CR), mientras que las ratas diabéticas tratadas
con aceite de aguacate respondieron de una mejor manera al ADP (Tabla 1). A los 6
meses de tratamiento, el aceite de aguacate disminuy¢ el estado 4 alrededor de 25%
en las ratas controles y diabéticas; cuando se midié el estado 3 se observoé una
disminucién en las ratas controles tratadas con aceite de aguacate del 37% y un 31%
en las ratas diabéticas en comparacion con las ratas control. Sin embargo, las ratas
diabéticas siguieron teniendo el CR mas bajo. Finalmente, después de 12 meses de
tratamiento no se observaron diferencias significativas en el estado 4 entre los grupos,
el aceite de aguacate produjo un aumento en la respiracion en el estado 3 en ratas
controles (58%) y diabéticas (5%). Cabe resaltar que se mantuvo la tendencia en el
grupo de ratas diabéticas de presentar los valores de CR mas bajos en comparacién
con los demas grupos.

Tabla 1.- Efectos del aceite de aguacate en la respiracion mitocondrial en rifiones de
ratas. Los datos se presentan como la media + EE de una n=4-13. *p<0.05 vs. Control;
ANOVA de dos vias (Bonferroni).
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DISCUSION

La diabetes tipo 2 es una epidemia global y una amenaza principal para la salud
humana. El aumento en los casos de diabetes va acompaniado con el aumento de las
complicaciones relacionadas con esta enfermedad y los gastos de los sistemas de
salud (FID, 2015). En vista de su gravedad, existe la necesidad de nuevos enfoques
terapéuticos para manejar la diabetes tipo 2. Estda bien establecido que las
intervenciones en el estilo de vida, incluidos los cambios en la dieta, desempefan un
papel vital en la prevencion de la progresion de la alteracion en el metabolismo de la
glucosa y el desarrollo de las complicaciones asociadas a la diabetes (Huo et al.,
2015). Sin embargo, existen estudios limitados en relacién con los efectos que puede
generar el empleo de ciertos alimentos sobres el control de la diabetes y sus
complicaciones.

En este estudio se analiz6 el efecto del aceite de aguacate sobre el perfil metabdlico y
el desarrollo de nefropatia diabética en ratas GK, un modelo de diabetes tipo 2. El perfil
metabdlico analizado consta de varias determinaciones bioquimicas como glucosa,
insulina, adiponectina, colesterol total, triglicéridos, LDL y HDL, asi como el peso
corporal. Anteriormente, nuestro grupo de trabajo reporté que el tratamiento con aceite
de aguacate tuvo un efecto hipoglucemiante en las ratas GK (Ortiz Avila et al., 2017) el
cual se mantuvo hasta los 12 meses. Con la finalidad de elucidar el mecanismo de este
efecto hipoglucémico por parte del aceite de aguacate se realiz6 la determinacion de
las concentraciones de insulina y adipinectina. Como se observa en los resultados de la
determinaciéon de insulina (Fig. 1) la diabetes disminuye su concentracion y el
tratamiento con el aceite de aguacate no tuvo efecto sobre este parametro. Por otra
parte, en las ratas diabéticas también disminuye la concentracion de adiponectina
desde los 3 meses, sin embargo, en este caso el aceite de aguacate si tuvo un efecto,
al retrasar el inicio de este descenso hasta los 12 meses (Fig. 2). Estos resultados nos
indican que en cierta medida, el efecto hipoglucemiante observado con el aceite de
aguacate pudiera deberse a que ayuda a mantener las concentraciones de
adiponectina y esto se ha asociado con un aumento en la sensibilidad a la insulina
(Fasshauer & Blliher, 2015). De hecho se ha descrito que en experimentos en
roedores, la administracion de adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina y el
metabolismo de la glucosa, incrementa la secrecion de insulina y reduce el peso
corporal (Ye & Scherer, 2013).

Las ratas diabéticas mostraron también alteraciones en el metabolismo de los lipidos,
el mas consistente fue un aumento en las concentraciones de LDL (Fig. 4, panel Ill). El
aceite de aguacate, en este caso mostré un efecto hipolipemiante ya que en diversos
periodos durante el estudio se observd que mantuvo las concentraciones tanto de
colesterol, triglicéridos, LDL y HDL similares al control. Esto disminuye el riesgo de
presentar enfermedades cardiovasculares, las cuales estan intimamente asociadas con
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la diabetes tipo 2 y de hecho, son una de las principales causas de muerte en
pacientes diabéticos (Dambha-Miller et al., 2017). Cabe resaltar que la administracion
del aceite de aguacate, aunque fue un aporte extra de lipidos a la dieta, no incrementé
el peso corporal en las ratas diabéticas (Fig. 3). Estos efectos positivos del tratamiento
con el aceite de aguacate en las determinaciones del perfil metabdlico pueden ser
atribuidos a diversos componentes del aceite. Uno de ellos es el acido oleico, el cual es
el componente mayoritario del aceite de aguacate. Con relacion a la adiponectina,
existen estudios donde se relaciona el consumir una dieta mediterranea, la cual se
caracteriza por un alto consumo de granos enteros, MUFAs (como el acido oleico),
frutas y vegetales; consumo moderado de pescado y vino, con un aumento en los
niveles de adiponectina (Mantzoros et al., 2016). Entonces, el alto contenido de acido
oleico en el aceite de aguacate, el cual es un componente de la dieta mediterranea,
podria ser el responsable de mantener las concentraciones de adiponectina durante la
diabetes. La adiponectina también esta implicada en la regulacion del metabolismos de
lipidos (Mantzoros et al., 2005), por lo que seguramente el que el aceite mantenga los
niveles de esta adipocina en las ratas diabéticas tiene un efecto directo sobre un
adecuado control de las concentraciones de lipidos en sangre. Ademas de que el acido
oleico también se ha asociado con la regulacién del perfil de lipidos mediante un
aumento en el catabolismo de las LDL apoB100 (Labonté et al., 2013), esto debido a
una incremento en la actividad del receptor para LDL (Gill et al., 2003). Ademas el
acido oleico puede aumentar la concentracién de HDL apoA1, gracias a la activacion
de la proteina colesterol-ester-tranferasa (Abbey & Nestel, 1994), la cual, disminuye la
concentracion de triglicéridos e incrementa los ésteres de colesterol en las HDL
disminuyendo su degradacion (Lamarche et al., 1999).

En relacién con los resultados de la evaluacion de la funcion renal y el desarrollo de
nefropatia diabética, se puede observar que las ratas diabéticas presentaron una
marcada proteinuria desde los 3 meses (Fig. 5) lo cual es un indicio de dafo renal. En
este caso el tratamiento con el aceite de aguacate retraso la aparicion de la proteinuria.
Estos resultados concuerdan con los hallazgos histopatolégicos en los rifiones de las
ratas, donde, desde los 3 meses se observaron alteraciones asociadas con le
nefropatia diabética en las ratas con diabetes (Fig. 6), mientras que en las que
recibieron el tratamiento con el aceite de aguacate estas alteraciones se presentaron
hasta los 6 meses. El retraso en el desarrollo de la nefropatia diabética gracias al
tratamiento con el aceite de aguacate es un resultado muy interesante en este trabajo y
los posibles mecanismos implicados en este efecto son diversos. El primero de ellos es
el efecto que tuvo el aceite de aguacate sobre el control de la glucosa plasmatica, se
ha descrito que un adecuado control glucémico puede retardar e incluso detener la
progresion de la nefropatia diabética (UKPDS Group, 1998). En este caso, aunque la
disminucidn en la concentracion de glucosa no alcanzo los niveles de las ratas control
(Ortiz Avila et al., 2017), aun asi podria tener un efecto en el desarrollo de la nefropatia
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diabética. Otro mecanismo mediante el cual el aceite de aguacate podria retrasar el
desarrollo de la nefropatia diabética es gracias a su potencial antioxidante, debido a
que se ha descrito que el estrés oxidativo, especialmente las ERO que se producen en
la mitocondria, juegan un papel muy importante en el desarrollo de esta complicacion
(Granata et al., 2009). La disminucion en el estrés oxidativo mitocondrial gracias al
tratamiento con el aceite de aguacate ya ha sido reportado en nuestro grupo de trabajo
en mitocondrias de higado (Ortiz-Avila et al., 2015), cerebro (Ortiz-Avila et al., 2015) y
rindn (Ortiz Avila et al., 2017) de ratas diabéticas.

La reduccion de la funcion renal ha sido asociada con alteraciones significativas en el
metabolismo energético, inflamacién y estrés oxidativo (Khoshjou et al., 2014). Debido
a que la mitocondria juega un papel clave en el metabolismo energético se evaluod la
funcién mitocondrial en los rifiones de las ratas obteniendo que la diabetes provoco una
disfunciéon mitocondrial (tabla 1). En los resultados de este estudio también se observa
que el consumo del aceite de aguacate mejora la funcion mitocondrial durante la
diabetes en las mitocondrias de riidn, y esta mejoria disminuye la formacién de ERO
por lo que se disminuye el estrés oxidativo mitocondrial.

Por ende, al existir una mejora en el funcionamiento mitocondrial y por tanto un control
del estrés oxidativo en el rindn durante la diabetes, las vias de sefializacién que son
activadas por el aumento en las ERO y los factores que dan como resultado las
alteraciones histopatoléogicas como nF-kB, AP-1 y TGF-B1, involucrados en el
desarrollo de la fibrosis glomerular e inflamacion (Lee et al., 2003), se mantienen bajo
control.

CONCLUSION

El tratamiento con el aceite de aguacate mejord el perfil metabdlico al reducir las
concentraciones de glucosa y mantener los niveles de adiponectina y de lipidos en
sangre, ademas de no incrementar el peso en un modelo de diabetes tipo 2, esto
gracias a los componentes del aceite de aguacate, en especial al acido oleico. El aceite
de aguacate también retardé la aparicion de la nefropatia diabética lo cual pudiera estar
relacionado con una mejoria en la funcidon mitocondrial, una reduccién en el estrés
oxidativo y algunos de los cambios observados en el perfil de metabdlico.
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9. DISCUSION GENERAL

Dado que la diabetes se ha convertido en un problema de salud muy grave a nivel
mundial y a que el desarrollo de multiples complicaciones asociadas a esta enfermedad
incrementa la taza de morbi-mortalidad en estos pacientes es importante buscar
nuevas alternativas que ayuden a un mejor control de esta enfermedad y reducir la
incidencias de sus complicaciones para que los pacientes puedan tener una mejor
calidad de vida.

En el presente trabajo se analizé el efecto que produce el aceite de aguacate en
diferentes complicaciones asociadas a la diabetes, especificamente se evaluaron
cambios en diversos parametros bioquimicos como la glucosa y el perfil de lipidos, asi
como alteraciones en la funcién mitocondrial y el estrés oxidativo en 6rganos blanco de
la diabetes como son el higado, el cerebro y el rifion utilizando modelos en roedores.
Uno de los modelos es el de diabetes tipo 1 (ratas-STZ), el cual se genera mediante la
administracion de estreptozotocina, la cual tiene un efecto directo destruyendo las
células-B del pancreas. El otro modelo es de diabetes tipo 2 (ratas-GK), en este caso
se utilizaron ratas Goto-Kakizaki, las cuales tienen reducido el numero de células-3
pancreaticas por lo que hay una baja produccion de insulina y el consecuente
desarrollo de diabetes. Cabe mencionar que ambos modelos tienen ventajas y
desventajas, en el caso de las ratas-STZ éstas desarrollan en un tiempo relativamente
corto diversas complicaciones asociadas a la enfermedad, sin embargo, los niveles de
glucosa que presentan estas ratas son muy elevados (400-600 mg/dL) debido a la falta
de insulina, ademas de que este tipo de diabetes es el menos frecuente en la
poblacién. Por su parte, las ratas-GK presentaron una moderada elevacion de la
concentracion de glucosa, debido a que la secrecion de insulina, aunque es baja, aun
se encuentra presente. Otra ventaja es que la diabetes tipo 2 es la mas frecuente, por
arriba del 90% de los casos corresponden a este tipo de diabetes. La desventaja es
que como las concentraciones de glucosa en estas ratas no sobrepasan los 300 mg/dL
el desarrollo de las complicaciones asociadas a la diabetes es mas lento, sin embargo,
esto este es un modelo mas aproximado a la realidad.

Efecto sobre la glucosa

En las ratas-STZ el tratamiento durante 90 dias con el aceite de aguacate no disminuyd
las concentraciones de glucosa (capitulo I, Fig. 1a), sin embargo, en las ratas-GK el
aceite de aguacate ayud6 a un mejor control de la glucosa a lo largo del tratamiento,
aunque la disminucion en la concentracién de glucosa no alcanzé los niveles de las
ratas control (capitulo lll, Fig. 1). Este efecto ya se habia reportado en pacientes con
diabetes tipo 2 que incluian en la dieta el consumo de aguacate (Lerman et al., 1994).
La diferencia en el efecto hipoglucemiante del aceite de aguacate entre los dos
modelos utilizados es debido a tres factores, el primero son las concentraciones de
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glucosa tan elevadas que presentaron las ratas-STZ, debido a que el efecto
hipoglucémico que presentdé el aceite de aguacate no fue tan marcado, a
concentraciones tan elevadas pudiera ser imperceptible. Los otros dos factores son
tanto la secrecion como la sensibilidad a la insulina, en cuanto a la secrecion de
insulina en las ratas-STZ es practicamente nula debido al modelo de induccion
(Okamoto, 1970) a diferencia de las ratas-GK donde aun existe secrecion de insulina
(capitulo 1V, Fig. 1). La falta de produccion de insulina hace mas dificil el poder
controlar las concentraciones plasmaticas de glucosa (Goto et al., 1976). En relacion a
la sensibilidad hacia la insulina, en las ratas-GK el tratamiento con el aceite de
aguacate mantuvo las concentraciones de adiponectina (capitulo IV, Fig. 2), una
adipocina que ayuda a incrementar la sensibilidad periférica a la insulina y de esta
manera reducir las concentraciones de glucosa sanguinea, a diferencia de las ratas-
STZ donde este mecanismo se encuentra suprimido debido a la falta de insulina. El
efecto hipoglucemiante del aceite de aguacate observado en las ratas-GK podia estar
asociado entonces a un aumento en la concentracién de adiponectina, ademas del
papel del acido oleico y el efecto antioxidante, los cuales se discutieron en el capitulo
[ll, en su conjunto incrementan la sensibilidad a la insulina y por lo tanto disminuyen la
concentracion de glucosa sanguinea.

Efecto en los lipidos y el peso

El tratamiento con el aceite de aguacate produjo una mejoria en el metabolismo de
lipidos durante la diabetes, tanto en las ratas-STZ como en las ratas-GK. Los cambios
observados en el perfil de lipidos fueron una disminucién en las concentraciones de
colesterol total, triglicéridos y LDL, ademas de mantener la concentracion de HDL en
las ratas-GK (capitulo I, Fig. 1b,c; capitulo 1V, Fig. 4), lo cual también ha sido reportado
con el consumo de aguacate en pacientes con dislipidemia (Alvizouri et al., 2009). El
mecanismo mediante el cual el tratamiento con el aceite de aguacate produce estos
cambios en el perfil de lipidos se ha asociado principalmente a que el acido oleico,
componente mayoritario del aceite, incrementa la degradacién de las LDL gracias a un
aumento en la actividad de su receptor y también disminuye el catabolismo de las HDL
(Labonté et al., 2013). Aunado a este efecto, el aumento en las concentraciones de
adiponectina debido al tratamiento con el aceite de aguacate también tiene efectos
sobre el metabolismo de lipidos incrementando su catabolismo (Fasshauer & Bluher,
2015). De manera interesante, asociado con este efecto hipolipemiante, tanto las ratas-
STZ como las ratas-GK no incrementaron su peso corporal al ser administradas con el
aceite (capitulo I, Tabla 1; capitulo IV, Fig. 3), lo cual disminuye los riesgos
crardiometabdlicos asociados con la ganancia de peso durante la diabetes (UKPDS
Group, 1998) este efecto podria deberse a que como se discutido anteriormente, el
acido oleico contenido en el aceite de aguacate, favorece el catabolismo de los acidos
grasos en lugar de su acumulacion.
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Efecto en la funcién mitocondrial

Alteraciones en la funcion mitocondrial pueden dar como resultado el incremento en la
produccion de ERO y generar un estado de estrés oxidativo, el cual esta asociado con
el desarrollo de la mayoria de las complicaciones relacionadas con la diabetes
(Nishikawa T, 2000). Al evaluar la funcion mitocondrial tanto en higado, cerebro y riidn,
se observd que la diabetes produce una diversas alteraciones que disminuyen la
funcidn mitocondrial en los modelos de diabetes utilizados y el tratamiento con el aceite
de aguacate mejoro la respiracion mitocondrial (capitulo I, Fig. 8; capitulo I, Fig. 1;
capitulo 1V, Tabla 1). En el caso de las mitocondrias de higado esta mejoria se asocio
con una recuperacion en la actividad del complejo | (capitulo I, Fig. 7) debida a una
posible proteccidn de la oxidacion en los grupos tioles de este complejo como parte del
efecto antioxidante del aceite de aguacate. En el caso de las mitocondrias de cerebro,
el aceite de aguacate incremento la actividad del complejo Ill, con lo cual se disminuye
el tiempo de vida media de las semiquinonas y por tanto la generacién de ERO
(capitulo 1, Fig. 3), también el aceite produjo una disminucion en la actividad del
complejo 1, con lo cual se regula la tasa de oxidacién de NADH durante la diabetes y
también podria ayudar a disminuir la generacion de ERO en las mitocondrias de
cerebro. En lo que respecta a las mitocondrias de rifidn, en un estudio previo en ratas-
STZ administradas con el aceite de aguacate, también se evalué la actividad de los
complejos de la cadena transportadora de electrones (Ortiz-Avila et al., 2013), y se
observd que el aceite incrementd la actividad del complejo Ill, y esto se asocié con una
proteccion en los citocromos de este complejo. Con estos resultados se puede decir
que el aceite de aguacate mejoro la funcion mitocondrial, esto gracias a mejoras en la
cadena transportadora de electrones que son tejido-especificas.

Efecto en el estrés oxidativo y la composicion de acidos grasos en las mitocondrias

El estrés oxidativo esta involucrado en la mayoria de las complicaciones que se
desarrollan debido a la diabetes. Se ha descrito que la sobreproduccién de radical O,”
mitocondrial tiene un papel central en el desarrollo del estrés oxidativo durante la
diabetes y esto es debido a que puede activar diversas vias que generan estrés
oxidativo como la via de los polioles, la via de la hexosamina, un aumento en la
formacion de productos finales de glicosilacién avanzada (AGEs), la activacion de
PKC, la activacion de NADPH oxidasas (NOX) y 6xido nitrico sintasas (NOS) (Giacco et
al., 2010). En este estudio se observo que la diabetes genera un incremento en la
formacion de ERO en las mitocondrias de higado, cerebro y rifidn, y en todos los casos
el tratamiento con el aceite de aguacate produjo una disminucién en la generacion de
estas especies. En los tres tejidos, esta disminucion en la formacion de ERO trajo como
consecuencia una mejora en el estado redox mitocondrial (capitulo I, Fig. 4; capitulo I,
Fig. 6; capitulo Ill, Fig. 4), al incrementar el cociente GSH/GSSG, lo contrario que se
observo en las ratas diabéticas sin tratamiento debido al estado de estrés oxidativo en
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el que se encuentran. Como un parametro del efecto del estrés oxidativo sobre las
biomoléculas se determinaron los niveles de peroxidacion de lipidos. En las
mitocondrias de higado y rifidn (capitulo |, Fig. 5; capitulo lll, Fig. 3) la diabetes
incrementd los niveles de peroxidacion de lipidos, lo cual concuerda con el aumento en
la produccion de ERO. Por otra parte, en las mitocondrias de cerebro, la diabetes no
incrementd la peroxidacion de lipidos (capitulo Il, Fig. 5). Sin embargo, un efecto que si
se observo en todos los tejidos fue que el tratamiento con el aceite de aguacate
disminuye los niveles de peroxidacion de lipidos en las membranas mitocondriales
durante la diabetes. En relacion con las membranas mitocondriales, al determinar la
composicién de acidos grasos en las mitocondrias de higado la diabetes aumento el
porcentaje de SFAs y disminuyé el de MUFAs, mientras que el aceite de aguacate no
tuvo efecto alguno (capitulo I, Fig. 3). En el caso de las mitocondrias de rifidn el aceite
incrementd el contenido de MUFAs y esto es debido al alto contenido de acido oleico
presente en el aceite de aguacate (capitulo lll, Fig. 5). Todos los efectos antioxidantes
producidos por el aceite de aguacate son causados por diversos compuestos presentes
en el aceite que poseen una capacidad antioxidante como son los carotenos,
tocoferoles o el B-sitosterol (Dreher et al., 2013).

Efecto en la fisiopatologia de las complicaciones

Al analizar los cambios histolégicos en el higado de las ratas-STZ asociados a la
diabetes como pueden ser el desarrollo de esteatosis, los hepatocitos con forma de
‘baldn” o signos de inflamacion, no se encontraron presentes en el tejido analizado
(capitulo 1, Fig. 2). En el caso de la evaluacion del desarrollo de la nefropatia diabética
en las ratas-GK se observd que la diabetes produjo cambios asociados con la
nefropatia diabética como la acumulacién de matriz mesangial dentro del glomérulo y el
engrosamiento de la membrana basal glomerular (capitulo IV, Fig. 6). El tratamiento
con el aceite de aguacate retrasa la aparicion de estas alteraciones asociadas con la
nefropatia diabética asi como el desarrollo de la proteinuria (capitulo IV. Fig. 5) lo cual
se refleja un mejor funcionamiento renal, esto puede asociarse principalmente con que
el aceite de aguacate ayuda a mantener un mejor control glucémico y a la disminucién
en el estrés oxidativo.

Con estos resultados y tomando en cuenta todos los beneficios que produjo a los
animales el consumo del aceite de aguacate, puede ser considerado como un alimento
funcional, el cual puede ser un tratamiento alternativo o un coadyuvante en el
tratamiento de la diabetes y sus complicaciones.
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10. CONCLUSION GENERAL

El aceite de aguacate regula el perfil metabdlico durante la diabetes ademas de mejorar
la funcion mitocondrial y reducir el estrés oxidativo en 6rganos blanco de la diabetes
como son el higado, el cerebro y el rifidn, ademas de retrasar la aparicion de la
nefropatia diabética.
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