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1. INTRODUCCION
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1.1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

Los accidentes cerebrovasculares (ACV), también conocidos como ictus,
constituyen una emergencia médica y se han convertido, entre otros motivos por el mayor
envejecimiento poblacional, en uno de los principales problemas de salud publica en los

paises desarrollados.

Los accidentes cerebrovasculares se encuentran englobados fundamentalmente en
tres tipos, cada uno con sus caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, evolutivas y

terapéuticas:

- Accidentes cerebrovasculares de tipo isquémico: en estos casos se produce un defecto

del aporte sanguineo necesario para transportar el oxigeno.

- Accidentes cerebrovasculares de tipo hemorrdgico: en este tipo de accidente
cerebrovascular ocurre justo lo contrario que en los de tipo isquémico: se produce un
sangrado excesivo que puede ocurrir dentro del tejido cerebral, que es lo que se conoce
como hemorragia intracerebral, o a través del liquido cefalorraquideo, que es lo que se

conoce como hemorragia subaracnoidea.

- Ataque isquémico transitorio: se da cuando se produce una interrupcion temporal del
flujo sanguineo al cerebro. Es lo que se conoce también como micro ictus. La principal

diferencia con el accidente cerebrovascular isquémico es que no deja secuelas.

Accidentes cerebrovasculares de tipo isquémico:

Los accidentes cerebrovasculares de tipo isquémico representan casi un 65% del
nimero total de ictus (Martin et al., 2019). Como ya se ha dicho, se produce como
consecuencia de una interrupcién del flujo sanguineo en las arterias cerebrales. En
funcién del grado de hipoperfusion que tenga lugar, aparecerd un area cerebral en
ausencia completa de oxigeno, que se conoce como nucleo o core del infarto, y otra area
que rodea a esta ultima, llamada penumbra isquémica, que presenta una reduccion del
flujo sanguineo, pero todavia hay presente tejido cerebral viable. Dentro de los accidentes
cerebrovasculares de tipo isquémico, se puede hacer una clasificacion en tres subtipos

diferentes en funcidn de la etiologia de estos:



a)

b)

Trombosis: se da cuando se produce una obstruccion en una arteria, lo que va a
impedir o disminuir el flujo sanguineo que irriga al cerebro. La formacion de la
placa va a provocar una constriccion de la luz del vaso sanguineo y la generacioén
de coagulos, causando lo que se conoce como accidente cerebrovascular
trombotico. El hecho de que la obstruccion se de en una arteria de gran tamafio o
en una de menor tamafio es muy relevante y deben diferenciarse, dado que el

tratamiento y el manejo del paciente van a ser diferente.

Se consideran arterias o vasos de gran tamafio dentro del sistema arterial
cerebral a la arteria cardtida comun, la arteria cardtida interna y aquellas que
componen el circulo de Willis, asi como sus ramas mds proximas. Estas arterias
pueden ser obstruidas a causa de diferentes patologias, entre las que se encuentran
la arterosclerosis o displasia fibromuscular. Los vasos de menor tamafio son, por
su parte, pequefios vasos que se encuentran dentro del sistema arterial
intracerebral y que surgen desde la arteria vertebral distal, la arteria basilar, la
parte medial del tallo cerebral y del circulo de Willis. Estos vasos son obstruidos
fundamentalmente como consecuencia, entre otras posibilidades, de una
lipohialinosis, condicion que supone un estrechamiento de las pequenas arterias
del cerebro, o por la formacion de una placa de ateroma. Los accidentes
cerebrovasculares que tienen lugar en estos vasos son conocidos como infartos

lacunares.

Embolismo: puede ser de origen cardiaco, arterial o desconocido. El embolismo
produce una disminucion del flujo sanguineo a nivel cerebral y, en tltima instancia,
la muerte celular o necrosis. La necrosis es el paso anterior a la ruptura de la
membrana plasmatica en la célula, junto con la hinchazén de las organelas
celulares y la salida del contenido celular al espacio extracelular, constituyendo la
pérdida de la funcién neuronal. Otras causas, aparte de la necrosis, que
contribuyen a que se produzca el accidente cerebrovascular son la inflamacion, la
pérdida de energia y homeostasis, el aumento de los niveles de calcio
intracelulares, la excitotoxicidad, la toxicidad provocada por la presencia de
radicales libres (que veremos mas adelante), la citotoxicidad mediada por

citoquinas, la activacion del complemento, la pérdida de funcionalidad de la



d)

barrera hematoencefalica, la activacion de las células de la glia, y la infiltracion

de los leucocitos.

Hipoperfusion sistémica: se da cuando hay una disminucion del flujo sanguineo
de manera generalizada y no suele afectar a una determinada zona aislada, sino a
una zona generalizada. La hipoperfusion puede ser debida a diferentes razones
como puede ser un fallo cardiaco a consecuencia de una arritmia, o una reduccion
del gasto cardiaco debido a un infarto agudo de miocardio, embolismo pulmonar,

etc.

Desorden hematoldgico: es la causa menos frecuente de accidente cerebrovascular
(Feske, 2021), pero debe tenerse en cuenta en pacientes menores de 45 afios o con
coagulopatias. Dentro de las enfermedades hematoldgicas, las que con mayor
frecuencia se asocian a la aparicion de accidentes cerebrovasculares de tipo
isquémico son la anemia perniciosa, policitemia vera, déficit de proteina C o S, el
factor V Leiden (lo que produce una resistencia a la proteina C activa), déficit de
antitrombina III, sindrome antifosfolipido, hiperhomocisteinemia o la purpura

trombocitopénica (Feske, 2021).



Dafio relacionado con
el accidente
cerebrovascular

Accidente Accidente
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Figura 1.1. Mecanismo molecular del accidente cerebrovascular (Adaptado de

Kuriakose et al., 2009.)

1.1.1. CLASIFICACION DE LOS ACCIDENTES CEREBROVASCULARES DE
TIPO ISQUEMICO

La clasificacion mas utilizada y mejor valorada de los accidentes
cerebrovasculares de tipo isquémico es la clasificacion TOAST. Este sistema los clasifica
en funcion de los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la mayoria de los accidentes
cerebrovasculares de tipo isquémico y los divide en cinco subtipos en funcion de la clinica
del paciente y algunas pruebas complementarias como son imdagenes cerebrales,
evaluaciones neuromusculares, pruebas para la evaluacion cardiaca y pruebas de
laboratorio, lo que suele incluir una coagulacion basica con el estudio de tiempo de
protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA), ademas del

Dimero D. Los cinco subtipos son los siguientes:



- Arterosclerosis de arterias grandes.

- Cardioembolismo

- Oclusion de arterias pequefias

- Accidente cerebrovascular de otra etiologia determinada
- Accidente cerebrovascular de etiologia indeterminada.

Cuando se habla de enfermedad cerebrovascular de etiologia indeterminada, el
sistema de clasificacion TOAST se refiere a aquella cuya causa no se puede establecer
con un nivel de confianza determinado y, por definicion, incluye aquellas con dos o
mas posibles causas identificadas, con una evaluacidon negativa o con una evaluacion
incompleta. En este grupo se incluiria, por ejemplo, el accidente cerebrovascular de

tipo isquémico embolico de origen desconocido.

Dado que el sistema de clasificacion TOAST fue publicado en el afio 1993, los
avances hasta el dia de hoy en el diagnostico y tratamiento de los accidentes
cerebrovasculares de tipo isquémico han hecho que, si se sigue de manera muy estricta
este sistema clasificatorio, sean muchos los que se engloben en la categoria de
“Accidente cerebrovascular de etiologia indeterminada”, ya que en dicha categoria

entrarian todos aquellos que tienen dos 0 mas posibles causas identificadas.

Es por este motivo que, en el afio 2005, se publicé una modificacion del sistema
de clasificacion TOAST: el SSS-TOAST, el cual dividia cada subtipo de la
clasificacion TOAST en tres categorias diferentes en funcion del nivel de evidencia
cientifica a la hora del diagndstico, utilizando criterios clinicos y radioldgicos:
“evidente”, “probable” o “posible”. Més tarde, en el afio 2007, este algoritmo se
automatiz6 para dar lugar al sistema de clasificacion “Causative Classification System
for Ischemic Stroke (CCS)” (Tabla 1.1). Este sistema se trata de un algoritmo
automatizado tipo cuestionario en el que, basandose en las respuestas proporcionadas

es capaz de facilitar el mecanismo por el cual se estd produciendo el accidente

cerebrovascular con un nivel de evidencia determinado.



Tabla 1.1. Modificado del sistema de clasificacion “Causative Classification System for

Ischemic Stroke (CCS). Disponible en https://ccs.mgh.harvard.edu/ccs_intro.php.

Mecanismo causante del | Nivel de evidencia Criterios
accidente cerebrovascular
tipo isquémico

Arteriosclerosis de arterias | Evidente 1. Enfermedad vascular
grandes oclusiva o  por
estenosis (reduccion
del diametro mayor o
igual a un 50%, o

reduccion del
diametro de menos de
un 50% con
ulceracion, 0

trombosis de la placa
o placa con reduccion
del didmetro menor o
igual a un 50% que se
encuentra en el sitio
del origen de Ila
arteria penetrante que
irriga la region de un
infarto lacunar agudo
(que se considera

debida a
aterosclerosis en las
arterias
extracraneales 0
intracraneales
clinicamente

relevantes) y,

2. Ausencia de infarto
agudo en territorios
vasculares  distintos
de la arteria afecta.

Probable 1. Antecedentes de una
0 mas  ceguera
monocular
transitoria, micro

ictus o accidente
cerebrovascular del
territorio de la arteria
indice afectada por
aterosclerosis dentro




del mes anterior al
accidente
cerebrovascular
indice, o

Evidencia de
trombosis, estenosis
casi  oclusiva u
oclusion completa no
crénica  que  se
considera debida a
aterosclerosis en las

arterias
extracranecales 0
intracraneales
clinicamente
relevantes  (excepto
las arterias

vertebrales), o
La presencia de

infartos agudos
ipsilaterales y
unilaterales de

cuenca interna o
infartos ~ maltiples,
temporalmente
separados
exclusivamente
dentro del territorio
de la arteria afectada.

Posible

La presencia de una
placa aterosclerdtica
que sobresale en la
luz y causa estenosis
leve (<50%) en
ausencia de cualquier
ulceracion 0
trombosis detectable
de la placa, en una
arteria extracraneal o
intracraneal
clinicamente
relevante,
antecedentes de dos o
mas eventos de
ceguera, monocular
transitoria, micro
ictus o accidente
cerebrovascular del




territorio de la arteria
indice afectada por
aterosclerosis, al
menos un evento en
el ultimo mes.

Cardioembolismo

Evidente

Presencia de wuna
fuente de origen
cardiaco de alto
riesgo de producir
embolia cerebral

Probable

Evidencia de
embolismo sistémico
o,

La presencia de
multiples infartos
agudos que se han
producido
estrechamente
relacionados en el
tiempo dentro de la
circulacién anterior
derecha e izquierda o
ambas circulaciones
anterior y posterior en
ausencia de oclusion
no embolica 0

estenosis casi
oclusiva de todos los
vasos relevantes.

Otras enfermedades
que pueden causar
lesion cerebral
isquémica multifocal
como vasculitis,
vasculopatias y
alteraciones

hemostaticas 0
hemodinamicas no
deben estar presentes.

Posible

La presencia de una
afeccion cardiaca con
riesgo primario bajo o
incierto de embolia
cerebral

Oclusion  de
pequenas

arterias

Evidente

Evidencia
radiolégica de un
infarto agudo tnico y
clinicamente

10




relevante de menos
de 20 mm del
didmetro mayor
dentro del territorio
de las arterias
penetrantes basales o
del tronco encefilico,
en  ausencia de
cualquier patologia
focal en la arteria
principal en el sitio
del origen de Ila
arteria penetrante
(ateroma focal,
diseccion del vaso
principal, vasculitis,
vasoespasmo, etc.), o

Probable

La presencia de
ataques  isquémicos
transitorios lacunares
estereotipicos en la
ultima semana, o

La presencia de un
sindrome lacunar

Posible

Presentar un
sindrome lacunar
clasico en ausencia de
imagenes que sean lo
suficientemente
sensibles para
detectar ~ pequefios
infartos

Accidente cerebrovascular
de otra etiologia
determinada

Evidente

La presencia de un
proceso  patologico
especifico que
involucre arterias
cerebrales
clinicamente
relevantes

Probable

Un proceso
patologico especifico
que se ha producido
en relacion temporal
o espacial clara y
estrecha con el inicio
del infarto cerebral,
como la diseccion
arterial, la cirugia

11




cardiaca o arterial y
las intervenciones
cardiovasculares.

Posible 1. Evidencia de otra
causa clara en
ausencia de un
estudio  diagnoéstico
completo de los
mecanismos
enumerados
anteriormente.

Accidente cerebrovascular | Desconocido Embolia criptogénica:

de etiologia indeterminada

1. Evidencia
angiografica de corte
abrupto  consistente
con un coagulo de
sangre dentro de
arterias
intracraneales de
aspecto normal en la
angiografia, o

2. Evidencia
radioldgica de
recanalizacion
completa de la arteria
previamente ocluida,
0

3. La presencia de
multiples infartos
agudos que han

ocurrido
estrechamente
relacionados en el
tiempo sin
anormalidad

detectable en los
vasos relevantes.

Otros criptogénicos: aquellos
que no cumplen con los
criterios de ictus
criptogénico.

12




Evaluacion incompleta: La
ausencia de pruebas
diagnosticas cuya presencia,
a juicio del examinador,
hubiera sido fundamental
para desvelar la etiologia
subyacente.

Sin determinar

La presencia de mas de un
mecanismo posible 0
evidente donde hay evidencia
probable para cada uno, o no
hay evidencia probable para
poder establecer una sola
causa.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA DEL ACCIDENTE CEREBROVASCULAR

ISQUEMICO

Los accidentes cerebrovasculares son la segunda causa de muerte a nivel global de

discapacidad, calculado a través de afos de vida ajustados por discapacidad (Feske,

2021). A pesar de esto, son muy pocos los estudios que analizan su incidencia y

evolucion (Purroy et al., 2021).

En Espafia, en el caso de los ictus isquémicos, se llevaron a cabo dos estudios con

relevancia:

- Encel afio 2016, Satué et al. analizaron desde el afio 2008 (1 de diciembre) al afio

2011 (30 de Noviembre), un total de 343 casos con edad superior a 60 afos

procedentes del sur de Cataluna. El estudio arroj6 los siguientes resultados:

13




Tabla 1.2. Resultados del estudio de Satué et al., 2016.

Afio de | N° total de | Incidencia cruda de | Incidencia cruda de | Incidencia cruda total
analisis casos hombres mujeres (IC95%)
2008-2011 1343 531 392 453 (408-504)

- Vena et al, en el ano 2020: en este estudio se analiz6 la incidencia estratificada
por sexo desde el afo 2010 al 2014 en la poblacion de Lérida. Se incluyeron un
total de 3.969 casos de todas las edades y se obtuvieron los siguientes resultados

en cuanto a incidencia de accidentes cerebrovasculares de tipo isquémico (Tabla

3):

Tabla 1.3. Resultados del estudio de Vena AB et al., 2022.

Afio de | N° total | Incidencia Incidencia | Incidencia Incidencia
analisis | de casos | cruda de | cruda de | cruda total | estandarizada
hombres mujeres (IC95%) total
(IC95%) (IC95%) (IC95%)
2010 813 217(198-237) | 151 (135-| 185 (172-198) | 120 (108-
169) 132)
2011 758 200 (182-220) | 142 (126- | 171 (159-184) | 114 (103-
158) 127)
2012 765 208 (190-228) | 136 (121-| 173 (161-185) | 114 (104-
152) 127)
2013 842 229 (209-250) | 152 (136- | 191 (178-204) | 128 (116-
169) 140)
2014 791 221(202-241) | 139 (124- | 181 (168-194) | 122 (111-
156) 135)
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Tal y como se puede deducir de ambos estudios, la incidencia en hombres es
superior a la incidencia en mujeres, lo que podria quedar explicado por el mayor acimulo

de factores de riesgo cardiovasculares (Kuriakose et al., 2020; Purroy et al., 2021).

e Edad: En cuanto a la edad, la aparicion de accidentes cerebrovasculares es
mayor a medida que avanza la edad en el paciente, siendo el riesgo dos
veces superior cuando se pasa la edad de los 55 anos (Kuriakose et al.,
2020). Sin embargo, en los ultimos afos la incidencia de accidentes
cerebrovasculares en personas con edades comprendidas entre 20 y 54

anos ha aumentado de un 12.9 a un 18.6% .

e Ambito geografico: La mayor incidencia de accidentes cerebrovasculares
se encuentra en China (331-378 individuos por cada 100000 habitantes),
seguida de Europa del Este (181-218 por 100000 habitantes. La menor
incidencia la podemos encontrar en América Latina (85-100 por cada

100000 habitantes).

e Aspecto socioeconémico: existe una fuerte relacion inversamente
proporcional entre la aparicion de accidentes cerebrovasculares y el
estatus socioecondmico, lo que puede deberse a la falta de accesibilidad a
servicios sanitarios adecuados y a los cuidados recibidos tras el accidente

cerebrovascular en las poblaciones con menos recursos.

En cuanto a los factores de riesgo relacionados con la aparicion de accidentes

cerebrovasculares se pueden clasificar en modificables y no modificables (Figura 1.2).
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Factores de Factores de

riesgo no
modificables

riesgo
modificables

—  Edad — Hipertensidn ]
—  Sexo — Tabaco
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— isquémico — Sedentarismo
transitorio
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—  Dieta
| | Diabetes
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|| Fibrilacion
auricular

Figura 1.2. Factores de riesgo asociados con el accidente cerebrovascular (Adaptado de

Kuriakose et al., 2020)
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1.1.3. FISIOPATOLOGIA

Cuando tiene lugar un accidente cerebrovascular, a nivel fisiopatologico tiene
lugar, por un lado, una trombogénesis y, por otro lado, un proceso de isquemia-
reperfusion. El accidente cerebrovascular se puede definir como una explosion
neurologica abrupta causada por un fallo en la perfusion al cerebro a través de los vasos
sanguineos (Feske, 2021; Kuriakose et al., 2020). En condiciones fisioldgicas, el flujo
sanguineo cerebral tiene lugar a través de las dos arterias cardtidas internas que se
encuentran en la parte anterior y las dos arterias vertebrales que se encuentran en la parte

posterior conformando el circulo de Willis.

Arteria

comunicante

anterior .
Arteria

rdial {recutrante cerebral
de Heubner) anterior

Arteria
oftalmica

Arteria
coroidal
anterior

anteromediales

Arteria
carotida

Poligono de
Willis
interna

Art as

. centrales i
Cé‘;gg:; P1 posteromediales Qgﬁﬂ?\icante
posterior P2 75 posterior

Arteria
cerebelosa

ponticas superior

basilar

Arteria

laberintica Arteria

cerebelosa
inferior
anterior

Arteria
cerebelosa
inferior
posterior

Arteria
vertebral

Arteria
espinal
anterior

Figura 1.3. Circulo de Willis. De Ninovolador - Trabajo propio, basado en: Circle of

Willis pt.svg de Rhcastilhos, Dominio publico

La etiologia mas frecuente en la isquemia cerebral es la aparicién de un trombo, lo
que provoca dafio en el tejido cerebral, por lo que a la hora de explicar este dafio hay que
tener en cuenta, por un lado, el producido por la trombogénesis y, por otro, el producido

por la isquemia cerebral.

- Trombogénesis: durante la trombosis, el flujo sanguineo cerebral sufre debido al

estrechamiento que se produce en los vasos debido a la arterosclerosis. De acuerdo
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con los postulados de Virchow, la formacioén de un trombo involucra tres factores

que se encuentran interrelacionados:

- Alteracion de la pared del vaso (aterotrombotico, lacunar, embolia

secundaria a prétesis valvular o infarto agudo de miocardio).

- Alteracion del flujo sanguineo (embolia secundaria a la fibrilacion

auricular o estenosis mitral).

- Alteracion de la coagulabilidad de la sangre en lo que se conoce como
estado de hipercoagulabilidad o protrombotico y es lo que va a definir la

trombofilia.

Por tanto, la sangre entra en contacto con el colageno subendotelial, lo que activa
una serie de mecanismos como la formacion de pseudopodos de las plaquetas y la
adhesion de estas a la pared vascular. Estas plaquetas comienzan a liberar sustancias tales
como ADP, serotonina, tromboxano A, (TxA»z), etc., que provoca la adhesion de otras
plaquetas formando un agregado plaquetario, el cual se retrae y es consolidado a través

de los factores de coagulacion que producen una reticula de fibrina.

El coldgeno también activa la sintesis de TxAz y prostaciclina, los cuales surgen

a partir del 4cido araquidonico y gracias a la accion de la enzima ciclooxigenasa.

Cabe sefialar que no siempre la obstrucciéon de un vaso implica las mismas
consecuencias, ya que influyen muchos factores como son la circulacion colateral, la

duracion de la isquemia, el tamafio y localizacion del ictus.

Isquemia-reperfusion: en el accidente cerebrovascular, a nivel bioquimico, distinguimos

tres fases: una primera fase de isquemia, una segunda fase de oxigenacion y, por ultimo,

una tercera fase de reparacion (Figura 1.4).
- Isquemia, en la que acontecen los siguientes fendmenos:

* Hipoxia: Cuando tiene lugar un déficit de aporte de oxigeno en

algin lugar del cerebro se va a desencadenar una serie de
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mecanismos bioquimicos que, cuando persisten, producen un dafio

cerebral.

* Hipoglucemia, lo que se traduce en una disminucion de la energia
(disminucion de ATP). La glucosa presente va a ser utilizada por la
via anaerobia (glucdlisis anaerobia) produciendo acidosis
intracelular. Ademas, como consecuencia de una disminucion de la
glucosa, hay un déficit de energia en forma de ATP, lo que hace
que se desencadenen una serie de mecanismos bioquimicos que
intentan contrarrestar la falta de oxigeno, como la liberacion de
aminoacidos excitadores como PKC, NMDA o glutamato que
provocan un aumento en la actividad de la NADPH oxidasa,
enzima fundamental dada su participacion en el estrés oxidativo, y
la liberacion masiva calcio, consecuencia de la alteracion de las

bombas Na+/K+/Ca+2.

= Alteraciones del flujo sanguineo cerebral: el cual va a depender del
gradiente de presion de la perfusion sanguinea y de la resistencia

vascular.

La fase de isquemia da lugar a un proceso de necrosis y apoptosis que desencadena

la ruptura de la barrera hematoencefalica y la aparicion de un edema o hemorragia.

o Reoxigenacion: en esta fase tiene lugar la oxidacion y formacion de radicales
libres de oxigeno (ROS) y radicales libres de nitrogeno (RNS), lo que se
traduce en la produccién y liberacion de citoquinas, peroxidacion lipidica,
oxidacion del ADN vy la nitracion de proteinas. Todo ello da lugar a una
citotoxicidad e inflamacion que contribuye a la necrosis y apoptosis, lo que
conlleva la ruptura de la barrera hematoencefalica y la aparicion de edema y

hemorragia antes mencionada.

o Reparacion: las especies reactivas de oxigeno son transformadas a factores
transcripcionales, lo que se traduce en una proliferacion y diferenciacion, lo

cual contribuye al remodelado y angiogénesis.
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1.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo celular es considerado uno de los mecanismos que puede
aumentar el riesgo cerebrovascular a través de su implicacion en la alteracion del perfil

lipidico o en la hipertension, entre otros factores.

El estrés oxidativo se produce cuando hay un desequilibrio entre sustancias
oxidantes y antioxidantes, lo que hace que haya un exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que van a causar dafio al organismo, aunque también estas sustancias
pueden estar implicadas en procesos fisiologicos como la sefializacion celular, procesos
inmunologicos o la induccion de la mitogénesis. Es, por tanto, el resultado del ataque de
macromoléculas celulares a través de la peroxidacion lipidica, la oxidacion proteica y la
alteracion del ADN, lo que lleva a un dafio celular tanto de su estructura como de su

funcién (Nasrallah et al., 2020).

El estrés oxidativo tiene lugar tanto en el accidente cerebrovascular de tipo
isquémico como en el de tipo hemorragico. En el caso del accidente cerebrovascular de
tipo isquémico, el estrés oxidativo parece jugar un papel importante favoreciendo la
muerte de las “células isquémicas” a través de la formacion de ROS/RNS a partir de
diferentes vias de dafio celular como puede ser la inhibiciéon mitocondrial, sobrecarga de
calcio o la propia inflamacion (Tiwari et al., 2019). Durante la isquemia, las sustancias
reactivas de oxigeno (ROS) generan superoxido (02°) y peroxido de hidrogeno, que va a
servir de fuente de los radicales hidroxilos (OH"). Estos radicales producen vasodilatacion
a través de la apertura de los canales de K*, alterando la reactividad vascular y la barrera
hematoencefalica. Una vez producida la isquemia, se produce una pérdida de energia, lo
que conduce a una disfuncion mitocondrial y a la generacion de especies reactivas de
nitrégeno (RNS) y de oxigeno (ROS). Ademas, el agotamiento de la energia provoca la
salida de glutamato al exterior de la célula, el desequilibrio idnico y la acumulacién de

1ones de calcio intracelulares.
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Figura 1.5. Principales vias asociadas a la muerte celular isquémica

Cuando tiene lugar un infarto cerebral de tipo isquémico, si el flujo sanguineo no
se reestablece en un periodo relativamente corto de tiempo, la penumbra isquémica pasa
a perder todo el tejido cerebral viable, quedando en el mismo estado que el core del infarto.
Sin embargo, la reperfusion puede hacer que este tejido sea reoxigenado, aunque tiene
algunas consecuencias negativas como son la aparicidon de numerosas reacciones de
oxidacion que tienen lugar en el citosol y/u otras organelas celulares que van a dar lugar

a la aparicion de radicales libres.

Cuando la isquemia tiene lugar, se produce un defecto de energia (ATP), ya que
los sustratos que la producen no estan disponibles (oxigeno y glucosa). Este defecto
produce una despolarizacion de la membrana, debido a la escasa actividad de las bombas
de iones dependientes de ATP como la Na'/K* ATPasa. Esto provoca una entrada masiva
de iones Ca*? al interior de la célula gracias a los canales de calcio voltaje dependientes
y la liberacion descontrolada de aminodcidos excitatorios como el glutamato. El exceso
de calcio intracelular va a dar lugar a la activacidon de enzimas calcio dependientes como
son las proteasas, lipasas, nucleasas, protein-quinasas y la 6xido nitrico sintasa (NOS).
Entre estas enzimas, durante la isquemia y parte de la reperfusion, la fosfolipasa Az (PLAz)
y la ciclooxigenasa, producen radicales libres de oxigeno (ROS), mientras que la 6xido

nitrico sintasa (NOS) produce 6xido nitrico (NO). El 6xido nitrico reacciona con el anioén
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superoxido dando lugar a peroxinitrito (ONOQO"), el cual puede ser protonado formando
acido peroxinitroso, compuesto muy reactivo que puede ser perjudicial por si mismo, o
bien puede ser transformado a ion hidroxilo y otras especies reactivas de oxigeno.

(Cherubini et al., 2005)

El cerebro contiene elevadas concentraciones de lipidos “peroxidables”, como son
los 4cidos grasos poliinsaturados, que representan una tercera parte de los acidos grasos
del cerebro, especialmente aquellos con doble enlace como son el 4cido araquidénico
(C20:4 n-6) y el acido docosahexanoico (C22:6 n-3). La peroxidacion lipidica da lugar a
la produccion de hidroperdxidos conjugados que, a su vez, van a descomponerse en varios
aldehidos, como aldehido maldnico (MDA, por sus siglas en inglés), 4-hidroxinonenal
(HNE, por sus siglas en inglés) o en alcanos como pentano y etano. Tanto el adehido
malodnico, el 4-hidroxinonenal y las sustancias reactivas del acido barbiturico (TBARS,
por sus siglas en inglés) han sido considerados marcadores de dafio cerebral
historicamente. De hecho, Gariballa et al. (2002) demostraron que los niveles de TBARs
se encontraban significativamente mas elevados en aquellos pacientes que sufrian un

accidente cerebrovascular de tipo isquémico en comparacion con los que no los sufrian.

1.3. DIETA MEDITERRANEA Y SU CONTENIDO EN
ANTIOXIDANTES NATURALES

Son muchos los estudios que han demostrado los beneficios que supone el
consumo de una dieta mediterranea. La dieta mediterranea parece tener beneficios en la
prevencion y manejo de la obesidad, en la diabetes mellitus, especialmente la tipo 2, en
la prevencion del higado graso no alcoholico, el sindrome metabolico, asi como en la
prevencion de eventos cardiovasculares, neurovasculares y en la salud reproductiva, tanto
del hombre como de la mujer. Estos beneficios parecen ser debidos a sus numerosos
componentes con propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Gantenbein et al., 2021).

La dieta mediterranea es, fundamentalmente, una dieta rica en frutas, verduras, legumbres
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y cereales, con un consumo moderado de pescado y productos lacteos y un bajo consumo

de carne roja y vino tinto. Si se analiza mas profundamente, se puede asumir como una

dieta rica en hidratos de carbono, proteinas y fibra, y con bajo contenido en grasas. La

principal fuente de grasa en la dieta mediterranea es el aceite de oliva, con un alto

contenido en acidos grasos insaturados (Gantenbein et al., 2021).
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SALUD
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Figura 1.6. Beneficios de la dieta mediterranea (Adaptado de Gantenbein et al., 2021)

El aceite de oliva tiene grandes propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.

Estas ultimas son debidas a su alto contenido en polifenoles. Los polifenoles con

compuestos orgdnicos que pueden ser naturales, sintéticos o semisintéticos. La estructura

molecular de los polifenoles consiste en, al menos, dos anillos aromaticos con un grupo

hidroxilo y un enlace de carbono entre los dos anillos. Se pueden clasificar en:

- Flavonoides: en este grupo se incluyen los flavonoles, flavonas, isoflavonas,

flavanonas, flavanoles, antocianidinas y las dihidrochalconas.

- No flavonoides: en este grupo estarian incluidos el 4cido fenodlico, los estilbenos

y lignanos.
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Las principales fuentes de polifenoles son, ademas del aceite de oliva, las frutas,
verduras, cereales, cacao o café. Su actividad bioldgica estd muy estrechamente
relacionada con sus propiedades antioxidantes; los polifenoles tienden a reducir las
especies reactivas de oxigeno (ROS) cuyo desequilibrio es el responsable del estrés
oxidativo que tiene lugar durante un evento cardiovascular. Asi mismo, los polifenoles
también acttian modulando el sistema inmune influyendo en la proliferacion y actividad
de los leucocitos, estimulando la liberacion de citoquinas y otros factores que participan

en la defensa inmunolégica (Gorzynik-Debicka et al., 2018).

La composicion quimica del aceite de oliva va a variar en funcién del proceso de
extraccion que se haya llevado a cabo durante su obtencion. Asi mismo, este proceso de
extraccion va a depender de la manera en la que se molturan las aceitunas y de como se
separa el aceite de oliva de la pulpa de la aceituna bajo presiones elevadas. Ademas, el
aceite de oliva también puede ser sometido a extracciébn a baja temperatura o ser
presurizado después de todo el proceso con agua caliente, lo que va a afectar a su
composicion final en polifenoles, asi como a su color, aroma y contenido en 4cidos grasos

libres.

En nuestro medio se comercializan diferentes categorias de aceite de oliva (aceite
de oliva virgen extra, aceite de oliva virgen, aceite de oliva y aceite de orujo de oliva),
siendo el tipo de aceituna y su procesado lo que determina la categoria. Desde un punto
de vista de calidad, nos centraremos en el consumo de aceite de oliva virgen extra, que es
aquel aceite de oliva de categoria superior obtenido directamente de aceitunas y sélo
mediante procedimientos “mecanicos”. El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es aquel
que contiene el mayor contenido en polifenoles y puede llegar hasta los 500 mg/L

(Gorzynik-Debicka et al., 2018).

Los componentes fendlicos, principales antioxidantes junto con los carotenos,
estan relacionados con las propiedades saludables del AOVE y estan asociados, ademas,
con la estabilidad (evitan el enranciamiento) y al sabor caracteristico del propio aceite. El
contenido de estos componentes en el AO varia dependiendo de la variedad de la aceituna,
el clima, la maduracién en la cosecha, el sistema de tratamiento utilizado (solo es aceite
de oliva virgen extra el zumo de aceituna obtenido de una primera prensada en frio) y las

condiciones de almacenamiento. Las concentraciones de estos compuestos varian entre
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los frutos y aceites de las variedades Arbequina, Cornicabra, Morisca, Picolimon,
Chorreao de Montefrio, Picudoy Picual, asi como a tres indices de maduracion diferentes
(verde, envero y negra). El aceite obtenido al inicio de la campafia, aceituna mas verde,

contiene una mayor cantidad de compuestos fendlicos.

Otro aspecto interesante que influye en el contenido final de polifenoles del aceite
de oliva es la filtracion. El aceite de oliva que no ha sido sometido a un proceso de
filtracion va a ser aquel que preserve los polifenoles de mayor polaridad, que suelen
desaparecer cuando el aceite de oliva es sometido a filtraciones con pequenas cantidades

de agua.

Por todo esto, la cantidad de polifenoles que hay en el aceite de oliva va a variar

en funcion de diferentes factores y puede ir desde los 50 a los 1000 mg/kg. (Figura 1.7.).

ACEITE DE OLIVA COMUN. BAJO

CONTENIDO EN
POLIFENOLES(10-100 mg/Kg)

ACEITE REFINADO DE OLIVA:
MUY BAJO CONTENIDO EN

ACEITE DE OLIVA VIRGEN

ALTO CONTENIDO EN
POLIFENOLES (150-400 mg/Kg)

POLIFENOLES (0-5 mg/Kg)

ACEITUNAS

ACEITE DE ORUJO

BAJO CONTENIDO EN
POLIFENOLES (10-30 mg/Kg)

Figura 1.7. La concentracion de polifenoles en los diferentes tipos de aceite de oliva en
funcioén del proceso de extraccion que se haya llevado a cabo (Adaptado de Gorzynik-

Debicka et al., 2018).

La composicion del aceite de oliva es fundamentalmente a base de triacilgliceroles.
Los triacilgilceroles son ésteres de glicerol que contienen diferentes acidos grasos. El
principal triacilglicerol que se encuentra en el aceite de oliva es el acido oleico
monoinsaturado. Ademads, también estd compuesto por acido palmitico, acido linoleico,
acido estearico y palmitoleico. Ademds de éstos, el aceite de oliva también contiene

cantidades de fitosteroles, escualenos, tocoferoles, compuestos fenolicos y derivados del
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acido terpénico. Los compuestos fenolicos pueden aparecer en forma de acidos fenolicos

o alcoholes, oleuropeina y derivados, lignanos y flavonoides.

Los compuestos fendlicos en forma de alcoholes que se encuentran en el aceite de
oliva son fundamentalmente glucidos, como la oleuropeina, alcoholes y fenoles, entre los
que se encuentran fundamentalmente el tirosol (3, 4-dihidroxifeniletanol: 3,4-DHPEA) e
hidroxitirosol (p-hidroxifeniletanol: p-HPEA), ademas de flavonoides. Muchos estudios
apoyan la idea de que el aceite de oliva virgen extra presenta concentraciones superiores
de tres clases de compuestos fenolicos antioxidantes, como son los fenoles simples,
secoiridoides y lignanos, y escualenos, en comparacion con el aceite de oliva refinado y

otros aceites vegetales.

Los compuestos fenolicos se pueden encontrar en todas las partes de la planta del
aceite de oliva, pero tanto la naturaleza como la concentracion de estos dependen
enormemente de la planta que se esté¢ analizando. En la variedad Olea europea, la
oleuropeina, dimetiloleuropeina, ligustrésido y el oledsido representan los principales

compuestos fenolicos.

En cuanto a su biodisponibilidad, el estudio de Vissers et al., en el afio 2002,
demostr6 que la absorcion del hidroxitirosol y la oleuropeina administrada es de un 55 a

un 60% en humanos.

1.3.1. HIDROXITIROSOL

El hidroxitirosol es uno de los principales polifenoles que pueden encontrarse en la
composicion del aceite de oliva. Sus propiedades beneficiosas son fundamentalmente
debidas a la capacidad que tiene esta molécula de eliminar radicales libres, asi como
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que hay en el organismo, actuando como
antioxidante y disminuyendo el estrés oxidativo. Ademas, el hidroxitirosol estimula la
biosintesis mitocondrial, lo que parece tener un papel protector frente a la diabetes
mellitus tipo 2 (Gorzynik-Debicka et al., 2018) y protege a la mitocondria frente a la

reduccion de la sintesis de ADN mitocondrial. Se puede encontrar dentro del aceite de
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oliva en forma de hidroxitrisol, dentro del complejo oleuropeina o acetato de

hidroxitirosol.

El hidroxitirosol parece poseer un amplio abanico de efectos bioldgicos

beneficiosos como son:
- Efecto antiaterogénico y cardioprotector (Karkovi¢ et al., 2001).
- Efecto antitumoral (Moral & Escrich, 2022).

- Efecto neuroprotector: parece ser debido a las alteraciones bioquimicas que tienen
lugar durante el proceso de hipoxia-reoxigenacion. El acimulo de hidroxitirosol
y sulfato de hidroxitirosol en el cerebro parecer mediar en su actividad

neuroprotectora reduciendo el estrés oxidativo a nivel neuronal (Cabrerizo et al.,

2013).

- Efectos protectores frente a la diabetes, la regulacion lipidica y la obesidad (Binou

etal., 2023).
- Efectos antibacterianos y antivirales (Bertelli et al., 2019).

- Otros efectos como protector ante enfermedades inflamatorias (Pojero et al.,

2022).

Aunque ha sido ampliamente estudiado, el mecanismo exacto por el cual lleva a cabo
la mayor parte de estas acciones no esta del todo claro. En un principio, todas estas
actividades biologicas que posee el hidroxitirosol estaban asociadas con su gran accion
antioxidante; el hidroxitirosol actia como “scavenger” de los radicales libres y como
quelante de metales. La gran actividad antioxidante que posee el hidroxitirosol se atribuye
a la presencia de o-dihidroxifenil, que parece actuar destruyendo la cadena donando un
atomo de hidrégeno a radicales peroxido (ROO*). En este sentido, este radical ROO* es

sustituido por el radical de la molécula de hidroxitirosol, que no presenta reactividad.
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Figura 1.8. Mecanismo de "scavenger" del hidroxitirosol a los radicales libres. (Karkovi¢

et al., 2001)

Ademas de este mecanismo antioxidante, el hidroxitirosol parece conferir una
proteccion antioxidante adicional incrementando el sistema inmune endégeno en contra
del estrés oxidativo, activando diferentes vias de sefializacion intracelular. Por otro lado,
el hidroxitirosol parece interaccionar con los microRNAs, lo que estard involucrado en
sus diferentes actividades bioldgicas; el hidroxitirosol modula la expresion de diferentes
microRNAs. Ademas, posee una gran actividad antiinflamatoria atenuando la actividad
de agentes proinflamatorios como la 6xido nitrico sintasa inducible, la ciclooxigenasa-2

(COX-2), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la expresion de la interleuquina 1.

La biodisponibilidad y excrecion del hidroxitirosol fue propuesta por primera vez
por Visioli et al. (2011). La baja biodisponibilidad que presenta la molécula junto con la
poca o ninguna concentracion de hidroxitirosol circulante es debida al metabolismo de

fase I y fase II que tienen lugar en el intestino e higado.

La molécula de hidroxitirosol tiene caracter polar, por lo que no es soluble en un
medio lipidico, lo que le impide atravesar la bicapa a nivel intestinal. Es por ello por lo
que se han aunado esfuerzos para conseguir el hidroxitirosol en una forma farmacolégica

lo mas lipofilica posible.

El hidroxitirosol es normalmente absorbido a nivel intestinal a través de un
mecanismo de difusion pasiva bidireccional con una eficiencia que oscila entre un 75 y
un 100% (Nicou et al., 2022). El proceso de absorcion dependera de la manera que esta

administrado el hidroxitirosol.

El hidroxitirosol y sus metabolitos presenta una buena distribucion en diferentes
tejidos como el muscular, testicular, hepatico y cerebral y se acumulan en rifidn e higado.
Dado que el hidroxitirosol puede ser encontrado en el tejido cerebral (debido a su

capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica) y su posible interaccion con
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sustancias dopaminérgicas, el hidroxitirosol es considerado un protector dopaminérgico

neuronal.

En cuanto a su metabolismo, el primer paso tiene lugar en el interior de los
eritrocitos. Las enzimas que participan en este primer paso se encuentran
fundamentalmente en la pared intestinal y son la aldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa, ambas encontradas en el citosol celular. El hidroxitirosol se encuentra
también de manera natural en el cerebro como un producto resultante del metabolismo de
la dopamina y la tirosina. La desaminacion de la dopamina mediada por la
monoaminooxidasa (MAO) forma 3, 4- dihidroxifenilacetaldehido, un producto de
degradacion, toxico e inestable que es oxidado rdpidamente, a través de la enzima

aldehido deshidrogenasa, al 4cido 3, 4-dihidroxifenilacético.

En cuanto al segundo paso del metabolismo, las enzimas que participan son la
sulfotransferasa, la uridin-5-difosfoglucuroniltransferasa y la orto-catecol-metil-
transferasa. Todas ellas van a dar lugar a la mayor parte de los metabolitos detectables en
muestras biologicas. Estos metabolitos son fundamentalmente el 4cido homovanilico y el
alcohol homovanil. Parece ser que, bajo condiciones alcalinas, el hidroxitirosol puede
comportarse como sustrato de la enzima aciltransferasa, la cual cataliza la transferencia
del grupo acetilo desde el acetil- CoA a hidroxitirosol formando el metabolito de acetato
de hidroxitirosol. Este metabolito puede ser transformado a su forma sulfatada a través
de una enzima sulfotransferasa (Karkovi¢ et al., 2001). El metabolito N-acetil-5-S-
cisteinil hidroxitirosol se forma a partir de la oxidacion de hidroxitirosol a hidroxitirosol
quinona. A continuacion, tiene lugar una reaccidon con glutation, produciendo el
conjugado, el cual es transformado al metabolito final a través de las enzimas

gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) y N-acetil-transferasa.

El sulfato de hidroxitirosol junto con el sulfato de 1-acetato-4-orto-sulfato de
hidroxitirosol son los principales metabolitos detectados en el plasma humano después
del consumo de hidroxitirosol o sus derivados en la dosis habitual asociada a la dieta

(Galmés et al., 2021).

La excrecion tiene lugar fundamentalmente a nivel renal y suele tener una
duraciéon de aproximadamente seis horas en humanos (Galmés et al., 2021). El

hidroxitirosol se acumula en el riiidn hasta su eliminacion, lo que le permite ejercer un
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efecto nefroprotector debido a sus propiedades antioxidantes. A nivel biliar, los
metabolitos del hidroxitirosol son redirigidos desde el higado de vuelta al duodeno, donde
son desconjugados y reabsorbidos. Esta reabsorcion a nivel enterohepatico va a prolongar

la presencia de hidroxitirosol y sus metabolitos en el organismo.

1.3.2. TIROSOL

El tirosol parece ser un potente antioxidante, pero no tanto por su actividad como
por su capacidad de acumulo intracelular. Es una molécula muy estable capaz de
mantener su actividad biologica bajo condiciones extremas. En cuanto sus propiedades,
el tirosol parece tener efectos beneficiosos sobre la hipertension, aterosclerosis,
enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina por su efecto hipoglucemiante y
obesidad a través de la regulacion lipidica. Reduce la oxidacion del colesterol HDL y
mantiene sus propiedades fisicoquimicas, lo que mejora su funcionalidad, sobre todo la
capacidad de promover el flujo de colesterol (Martins et al., 2022). Su actividad
antiaterogénica parece ser debida a la inhibicion de la sintesis de leucotrieno B4, lo cual
afecta a la funcidn endotelial. En el caso del accidente cerebral, en el proceso de isquemia-
reperfusion, el tirosol reduce la viscosidad sanguinea y la intensidad del estrés oxidativo
en el tejido cerebral. Ademas, el tirosol (como el hidroxitirosol) posee actividad
antibacteriana, especialmente frente a bacterias causantes de infecciones respiratorias e
intestinales. Esta propiedad antibacteriana puede ser debida a la capacidad que tiene el
tirosol de unirse e inhibir a ATP sintasa bacteriana. También parece tener actividad frente

a la leishmania y al parasito de la malaria (Martins et al., 2022).

El tirosol también previene la osteopenia estimulando la formacion dsea y tiene

actividad antigenotoxica, lo que puede prevenir la apoptosis en los queratinocitos.

El tirosol es un compuesto ampliamente distribuido por todo el organismo con una
biodisponibilidad baja si se compara con sus metabolitos. Es rapidamente absorbido y
eliminado a través del riion ocho horas después de la administracion oral. Los
secoiridoides que contienen tirosol estan sujetos a una hidrolisis tiempo dependiente en

el estobmago, debido a su pH 4cido (Galmés et al., 2022).
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En cuanto a su metabolismo, el tirosol enddgeno se forma a partir de un
mecanismo de oxidacion de la tiramina, un compuesto monoaminado derivado de la
descarboxilacion del aminoécido tirosina a través de la tirosina descarboxilasa. La
tiramina es desaminada a través de la monoaminooxidasa (MAQO) dando lugar a un
producto intermedio que es el 4-hidroxifenilacetaldehido, el cual puede ser oxidado por
la enzima aldehido deshidrogenasa formando 4cido 4-hidroxifenilacético o reducido por
la enzima aldehido reductasa generando tirosol y éste puede reconvertirse a 4-

hidroxifenilacetaldehido a través de la enzima aldehido deshidrogenasa.

A pesar de la baja concentracion del tirosol y sus precursores en el aceite de oliva
virgen comparada con la del hidroxitirosol, se ha demostrado que el tirosol es
metabolizado a hidroxitirosol en los microsomas hepaticos por la accion de CYP2A6 y
CYP2D6 (Galmés et al., 2022), por lo que el tirosol puede ser considerado un precursor

del hidroxitirosol.

1.3.3. OLEUROPEINA

La oleuropeina forma parte del grupo de derivados de la cumarina. Se trata de un
glucosido secoiridoide esterificado con un alcohol fenilpropanoide. Quimicamente la
oleuropeina consiste en la combinacion de un éster del acido elendlico y 3.4-
dihidroxifeniletanol. La molécula de la oleuropeina se basa en tres subunidades
estructurales: un polifenol, llamado 4-(2-hidroxietil)-benzeno-1,2-diol, que también es
conocido con el nombre de hidroxitirosol y es su principal producto de degradacion, un
secoiridoide que recibe el nombre de acido elendlico y un azlcar. Su estructura fue
descrita entre los afios 1958 y 1965 por Panizzi et al, pero fue unos afios mas tarde cuando
se incluyd en el grupo de los secoiridoides, ya que esta clase de monoterpenoide no se

constituy6 hasta entonces (Figura 1.9.).
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Figura 1.9. Configuracion de la oleuropeina A. (Imagen obtenida de Omar et al., 2010)

La oleuropeina posee acciones beneficiosas para la salud humana como
propiedades  antioxidantes, antiinflamatorias, antiaterogénicas, antitumorales,
antibacterianas y antifingicas, ademds de inhibir la agregacion plaquetaria. La
oleuropeina es capaz de inhibir la oxidacién macrofagica. Es el principal glucosido y
compuesto bioactivo presente en el olivo (Olea europea) y es el responsable del sabor

amargo de las aceitunas inmaduras y no procesadas (Omar et al., 2010).

Se trata del principal compuesto fendlico que se encuentra presente en las hojas
del olivo (Nasrallah et al., 2020) y puede alcanzar concentraciones superiores a 140 mg/g
de materia seca (Omar et al., 2010) en aceitunas jovenes. Durante la maduracion de la
fruta, en este caso de la aceituna, o durante el procesamiento de ésta, una serie de
reacciones quimicas y enzimaticas tienen lugar, lo que se traduce en una reduccién de la
concentracion de oleuropeina y un aumento de la concentracion de hidroxitirosol, que es

su principal producto de degradacion.
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Durante el desarrollo de la aceituna se pueden distinguir tres fases:
1. Fase de crecimiento, donde tiene lugar la acumulacion de oleuropeina.

2. Fase de maduracion verde, donde se produce un descenso de los niveles de

clorofila y de oleuropeina.

3. Fase de maduracion negra, caracterizada por la aparicion de antocianinas y

durante la cual los niveles de oleuropeina contintan descendiendo.

Por lo tanto, los niveles de oleuropeina alcanzan su maximo en los primeros

estadios de la maduracién de la aceituna.

Los estudios publicados por Tan et al. y Boccio et al. en el afio 2003 demostraron
que la oleuropeina es rapidamente absorbida cuando se administra via oral y que alcanza
su maxima concentracion en el plasma dos horas después de haber sido administrada. Su

principal metabolito es el hidroxitirosol.

De acuerdo con el estudio publicado por Nasrallah et al. (2020), la oleuropeina es
reconocida como una de las moléculas bioactivas con varias propiedades, incluyendo la
de antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptdtica. Se ha demostrado que este compuesto
puede reducir el dafio miocardico después de un infarto agudo de miocardio gracias a su
actividad antioxidante, ya que es capaz de reducir los niveles circulantes de las especies

reactivas de oxigeno, su actividad antiapoptética y antiinflamatoria.

Otros estudios sefialan a la oleuropeina como un compuesto capaz de proteger
también la funcién intestinal y cerebral de la insuficiencia renal gracias a su capacidad de
reducir la apoptosis celular. La neuroproteccion de la oleuropeina estaria relacionada con

su capacidad de reducir los niveles de caspasa-3 (Nasrralah et al., 2020).
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Figura 1.10. Metabolismo del hidroxitirosol (HTyr), tirosol (Tyr), acetato de
hidroxitirosol (Htyr-Ac) y oleuropeina. Extraida de Karkovic A., et al. (2001)

1.3.4. OLEOCANTAL

Un compuesto fendlico presentes en el aceite de olive virgen es el (-)-
descarboximetil ligustrésido aglicona, también denominado oleocantal. Se han
demostrado las siguientes actividades biolodgicas para este compuesto: (a) efecto
antiinflamatorio, debido a una inhibicion de la ciclooxigenasa tipo 1 y 2 (Garcia et al.,
2016), a una inhibicion de la expresion y liberacion de TNFa e interleucinas 1By 6

(Iacono et al., 2010) y un freno en la producciéon de 6xido nitrico en macréfagos
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inducidos (Iacono et al., 2010); (b) efecto antiproliferativo en células cancerosas de
mama, prostata y colon (Khanal et al., 2011; Li et al., 2009); (c) facilitacion de la
degradacion y eliminacion del B-amiloide en tejido cerebral (Scotece et al., 2012). En
el aceite de oliva virgen, el contenido total de compuesto fendlicos oscila entre 100-
350 mg/kg, dependiendo de la variedad de la aceituna de origen, cuantificindose la
cantidad de oleocantal en un 10% del total de fenoles, es decir, 10-35 mg/kg de aceite

(Bianchi et al., 1994).

3.4-DIHIDROXIFENILGLICOL

Por tultimo, 3,4-dihidroxifenilglicol (DPHG) es un compuesto fenolico simple,
relacionado quimicamente con el hidroxitirosol, que esta presente en el alperujo
derivado de las aceitunas (Rodriguez et al., 2007, 2009). Se encuentra también en el
aceite de oliva virgen, si bien con una concentracion aproximada de 3-4.5 mg/kg, es
decir, en proporcion 1/10 respecto al hidroxitirosol (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2011).
Este compuesto ha demostrado un claro efecto antioxidante in vitro, incluso mayor
que el de hidroxitirosol (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2012). Asimismo, se ha
demostrado un efecto antioxidante ex vivo en ratas deficientes de vitamina E

(Rodriguez-Gutiérrez et al., 2012).
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HIPOTESIS

Una vision global de los conocimientos sobre dieta mediterranea y salud arroja
una serie de enunciados perfectamente demostrados en multitud de estudios
cientificos y que podriamos resumirlos en los siguientes, siguiendo un orden

bioquimico-funcional:

— La adherencia a la dieta mediterranea se relaciona con una menor incidencia
de diversas enfermedades: enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2,

algunos tipos de enfermad cancerosa, enfermedades neurodegenerativas, etc.

= El uso de aceite de oliva virgen extra, como principal fuente de grasas en la
dieta mediterranea, se relaciona con la mayor parte de las propiedades globales
de la dieta mediterranea, aunque no en su totalidad, pero se le adjudica un peso

especifico muy elevado en sus beneficios.

= Los compuestos quimicos que componen el aceite de oliva virgen extra
podrian ser responsables de los efectos de la administracion de dicho aceite,
si bien son los denominados compuestos menores, entre ellos los polifenoles,
los que han demostrado un papel fundamental para explicar los efectos

beneficiosos del aceite de oliva virgen extra.

= Hidroxitirosol es el polifenol méas abundante de los que forman parte de la
composicion del aceite de oliva virgen extra, de ahi que la mayor parte de los
estudios se realizan con dicho compuesto. Los resultados obtenidos en
trabajos cientificos con este compuesto simulan los del aceite de oliva virgen
extra, de ahi que se responsabilice en gran medida a hidroxitirosol de estos

efectos.

= Uno de los principales efectos demostrados para hidroxitirosol es la
neuroproteccion ante una agresion isquémica. En este terreno, un dato a tener
en cuenta es que hidroxitirosol, administrado en dosis similares a las
encontradas en el aceite de oliva virgen extra, no es capaz de explicar

completamente el efecto neuroprotector del aceite.
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= Algunos estudios apuntan a la hipotesis de una posible sinergia entre el resto
de los polifenoles presentes en el aceite de oliva virgen extra, como son el

tirosol, oleocantal o el 3,4-dihidroxi-fenilglicol, con el hidroxitirosol.

Habida cuenta de la importancia de estos compuestos, utilizados como moléculas
farmacoldgicas o como potenciales “suplementadoras” del ya de por si beneficioso aceite
de oliva virgen extra, nos parecié interesante analizar una posible sinergia en el efecto
neuroprotector del hidroxitirosol con otros polifenoles. Asi como, investigar el posible
efecto beneficioso neuroprotector en situaciones en las que factores de riesgo conocidos,
como es el caso de la diabetes mellitus, inciden en la génesis y evolucion de las lesiones

cerebrales producidas por eventos isquémicos.
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2.0BJETIVOS
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Teniendo en cuenta la hipdtesis de trabajo planteada, nos planteamos el presente

desarrollo experimental con los siguientes objetivos:

- Objetivo principal:

o Evaluar el posible efecto sinérgico de algunos de los polifenoles
presentes en el aceite de oliva virgen extra sobre la actividad

neuroprotectora de hidroxitirosol.

- Objetivos secundarios:

= Valorar la influencia que tirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol y
oleocantal pudieran ejercer en el efecto neuroprotector de
hidroxitirosol, en wun modelo experimental de hipoxia-

reoxigenacion cerebral in vitro.

= Valorar el efecto neuroprotector de la administracion oral de 3,4-
dihidroxifenilglicol y su posible sinergia con la administracion de

hidroxitirosol en un modelo experimental de diabetes mellitus.

= Evaluar la participacion del estrés oxidativo y nitrosativo en el

efecto neuroprotector de estos compuestos polifenolicos.
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3. MATERIAL Y METODOS
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4.1. MATERIAL

Se emplearon kits colorimétricos para la medicion de sustancias reactivas de dcido
tiobarbitirico (TBARS) y kits de enzimoinmnunoensayo para la medicion de la enzima
3-nitrotirosina, ambos proporcionados por Cell Biolabs Inc. (Bionova Cientifica S.L.,
Madrid, Espafia). Para medir la enzima lactato deshidrogenasa se emple6 un kit
colorimétrico proporcionado por Roche Applied Science (Barcelona, Espafia). Para la
medicion del tirosol y oleocantal se emplearon reactivos procedentes de Sigma Chemical

Corp. (St. Louis, MO, Estados Unidos).

El kit de la capacidad antioxidante total fue suministrado por Cell Biolabs, Inc.
(Arjons Drive, San Diego, CA, EE. UU.). Los kits de glutation, actividad glutation
peroxidasa, 8-hidroxi 2 desoxiguanosina, se obtuvieron de Abcam plc (Cambridge, CB2
0AX, Reino Unido). Todos los demas reactivos fueron suministrados por Sigma

Chemical Corp. (St. Louis, MO, EE. UU.).

El hidroxitirosol fue aislado a partir de un tratamiento hidrotermal que se aplic6 a
la fase liquida obtenida del alperujo a una temperatura de 160°C durante 60 minutos. El
liquido fue extraido a través de cromatografia en dos fases. El rendimiento final alcanz6
una pureza de 99.6%, referida a materia seca, usando el proceso descrito por Fernandez-
Bolanos et al. (2002). Los fenoles fueron cuantificados usando un sistema de
cromatografia liquida (Hewlett-Packard 1100) con un detector de luz ultravioleta-visible.
Se emple6 una columna analitica en la cromatografia: Mar Mediterraneo C18 (250 x 4.6
mm i.d. tamafio de particula; 5 um) (Teknokroma, Barcelona, Espafa). Esta columna fue
usada a temperatura ambiente. El sistema cromatografico fue equipado con valvulas de
inyeccion Rheodyne (20 um de diametro). La fase movil consistia en 4cido tricloroacético
al 0.01% en agua y acetonitrilo, con el siguiente gradiente durante un tiempo de retencion
de la muestra de 55 minutos: 95% al comienzo, 75% a los 30 minutos, 50% a los 45
minutos, 0% a los 47 minutos, 75% a los 50 minutos y 95% a los 52 minutos. La
cuantificacion se llevo a cabo a una longitud de onda de 280 nm, utilizando de referencia

las calibraciones realizadas utilizando materiales de referencia externos.
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Figura 3.1. Cromatogramas a una longitud de onda de 280 nm del 3,4-
dihidroxifenilglicol purificado (A) y del hidroxitirosol purificado (B) obtenidos del
HPLC-DAD vy su espectro de absorcion UV-Vis. Los principales componentes
detectados fueron (1) 3,4-dihidroxifenilglicol, (2) hidroxitirosol al 99.6% y (3) tirosol.

El 3,4-dihidroxifenilglicol fue obtenido del aceite de oliva como producto del
sistema de extraccion a dos fases. El método para la purificacion del dihidroxifenilglicol
fue descrito y patentado por Fernandez-Bolaios et al. (2010) (WO2010070168A1). Este
método estd basado en un sistema de cromatografia fisica que permite la extraccion de
compuestos naturales prescindiendo de solventes organicos o reacciones quimicas o

enzimaticas, lo que permite obtener una pureza superior al 95% relativa a la materia seca.

La materia prima utilizada para la extraccion de los fenoles mas apolares fueron
tanto los subproductos y productos intermedios en almazaras (alperujo de almazara y
aceite de oliva lampante), la extraccion se basd en: extraccién con novedosos disolventes
eutécticos naturales (Garcia y col., 2015) en combinacidén con un rango de temperatura

(50-150 °C). Se cuantificaron los derivados dialdehidicos de la aglicona de la oleuropeina
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decarboximetilada (HT-EDA o Oleacein) y del ligustrdésido (Ty-EDA o Oleocantal). Este

ultimo se utiliz6 para los estudios “in vitro”.

3.2. TIPO DE ESTUDIO

Se realizaron dos tipos de experimentos:

- Experimentos in vitro, en los que los compuestos de estudio se incubaron con

cortes cerebrales de rata.

- Experimentos ex vivo, en los que los compuestos estudiados se administraron

por via oral a animales sometidos a un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1.

3.3. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho de dos meses de edad, de la cepa Wistar, con un peso
comprendido entre 250-350g que permanecieron bajo condiciones estdndar de
laboratorio, con un ciclo alternante de luz/oscuridad de 12 h, temperatura ambiente de

22°C y con libre acceso a comida y agua.

Los animales fueron estabulados de acuerdo con la actual normativa espafiola de
uso, manejo y cuidado de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos (EDL2013/80847, BOE-A-2013-6271). Se siguieron las recomendaciones
publicadas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Publicacion
NIH N° 86-23, revisada en 1985). El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Universidad de Malaga para el uso de animales (Ref. CEUMA31-2018-A) y
la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible, Junta de

Andalucia (Ref. 9/07/2019/124) (se pueden consultar en anexo III).
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3.4. TEJIDO DE ESTUDIO Y PROCEDIMIENTO

En el estudio “in vitro”, el 6rgano objeto de estudio fue el cerebro. Una vez
sacrificado los animales mediante decapitacion con guillotina, habiendo sido
previamente anestesiados con pentobarbital sodico, se procedio a la diseccion de la piel
y el tejido muscular de la region occipital para facilitar el decalotaje. Se realizaron dos
osteotomias longitudinales sobre los huesos temporales hasta el frontal, levantandose con

cuidado la escama resultante. De esta forma el cerebro queda libre de la calota.

—

% .
w =
‘ ;

Figura 3.3. Imagenes del proceso de extraccion del cerebro

MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO DE HIPOXIA-REOXIGENACION:

Este modelo experimental trata de reproducir, en condiciones in vitro, las distintas

situaciones que suceden durante la isquemia-reperfusion en el proceso de ictus isquémico.

El tejido cerebral (a excepcion del cerebelo y tronco del encéfalo) fue
diseccionado transversalmente en cortes de Imm aproximadamente con un vibratomo

(Campden Instruments, San Francisco, California, Estados Unidos).

o Periodo A: Los cortes fueron sumergidos en un tampdn cuya composicion en
mmol/L fue la siguiente: 100 NaCl, 0.05 KCl, 24 NaHCO3, 0.55 KH2PO4, 0.005
CaCla, 2 MgSO0s, 9.8 glucosa y un pH de 7.4, con perfusion continua de una
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mezcla de 95% de Oz y 5% de CO: (Alphagaz MIX. Air Liquide. Espaifia). Este

periodo tiene una duracion de 30 minutos.

o Periodo B: Transcurridos estos 30 minutos, los cortes cerebrales se sumergieron
en otro tampdn cuya composicion en mmol/L era igual que la utilizada en el paso
anterior con la excepcion de que no llevaba glucosa y se le habia afiadido 3
mmol/L de CaCl y 0.001 mmol/L de MgSOs. En este paso, el tampdn contaba
con una perfusion continua de una mezcla de 95% de N2 y 5% de CO: (Alphagaz
N2. Air Liquide. Espafia), lo que simulaba las condiciones de hipoxia. Este

periodo cuenta con una duracién de 20 minutos.

o Periodo C: A continuacidn, los cortes cerebrales fueron sumergidos en un tampdn
con glucosa y perfundidos con una mezcla de 95% de O> y 5% de CO, durante

120 minutos. Este paso corresponde a la reoxigenacion.

El tampo6n empleado en cada una de las etapas es sometido, previamente a su uso,

a una oxigenacion o nitrogenacion (segiin proceda) continua durante 45 minutos.

= A = B = C =
mmm
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Figura 3.4. Esquema del modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion.
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Las muestras cerebrales fueron analizadas antes del periodo de hipoxia (periodo B),
tras 20 minutos de incubacion en condiciones de hipoxia y tras 120 minutos de
reoxigenacion (periodo C). Posteriormente, estas muestras fueron congeladas en
nitrogeno liquido y almacenadas a una temperatura de -80°C. Todas las variables
analiticas fueron determinadas antes de los 7 dias desde que las muestras fueron

almacenadas.

INCUBACION DE LOS POLIFENOLES

Cuatro de los principales polifenoles que componen el aceite de oliva virgen extra
(AOVE) fueron utilizados: el hidroxitirosol, el tirosol, el 3,4-dihidroxifenilglicol y el
oleocantal. El hidroxitirosol es considerado el componente principal del AOVE, mientras
que el tirosol, 3,4-dhidroxifenilglicol y oleocantal fueron evaluados como posibles

modificadores de los efectos del hidroxitirosol.

Todos los compuestos fueron afiadidos al comienzo del estudio (Periodo A) y se
mantuvieron hasta que concluyd el periodo de reoxigenacion (Periodo C). Las
concentraciones de cada compuesto se eligieron de acuerdo con los rangos de
concentracion que hay descritos para el AOVE con bajo, medio y elevado contenido en
polifenoles, asi como teniendo en cuenta los efectos demostrados en algunos
experimentos in vitro en cerebro de rata. En la tabla 4.2 se muestran los rangos de
concentracion de cada compuesto de acuerdo con la literatura consultada y las
concentraciones exactas que fueron empleadas en el estudio (ver tabla 4.2 en apartado

resultados).

MODELO EXPERIMENTAL EX VIVO DE DIABETES

La diabetes experimental fue inducida con estreptozocina (50 mg/kg via
intraperitoneal). La glucemia en ayunas fue medida utilizando un glucémetro FreeStyle
(Laboratorios Abbot S.A., Madrid, Espafia) utilizando sangre procedente de la vena

safena. Se considerd que un animal padecia diabetes cuando su glucemia en ayunas era
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superior a 200 mg/dL durante dos dias consecutivos. Las ratas pertenecientes al grupo
control sin diabetes inducida (grupo 1) recibieron una Unica inyeccidn intravenosa con

solucion salina isotOnica.

Durante el periodo de tratamiento, los animales con diabetes inducida fueron
tratados con un analogo soluble de insulina basal de accion prolongada (Levemir ®,
Novo Nordisk Espafia, Madrid, Espafia) a una dosis de 4 Ul/dia por via subcutanea, con
el objeto de reducir la mortalidad debido a la hiperglucemia. Los animales del grupo
control recibieron el mismo volumen de solucion salina isoténica también por via

subcutanea.

Al final del segundo mes, los animales de todos los grupos fueron anestesiados
con pentobarbital sddico (40 mg/kg via intraperitoneal). Posteriormente, previa
exanguinacion, se aplicé procedimiento de punto final mediante guillotina. Tanto el
cerebro como ambos globos oculares fueron extraidos. A partir de la sangre extraida, se
obtuvieron muestras de suero para la posterior cuantificacion de distintos parametros

analiticos y biomarcadores que seran descritos en el apartado de técnicas analiticas.

GRUPOS EXPERIMENTALES DE ANIMALES DIABETICOS

Los animales empleados para esta parte de estudio fueron distribuidos en siete

grupos, con un total de diez ratas por grupo:
o Grupo 1: Ratas normoglucémicas.
o Grupo 2: Ratas diabéticas sin tratamiento, a excepcion de la insulina.
o Grupo 3: Ratas diabéticas tratadas con hidroxitirosol (5 mg/kg/dia via oral)

o Grupo 4: Ratas diabéticas tratadas con 3,4-dihidroxifenilglicol (0.5 mg/kg/dia via

oral).

o Grupo 5: Ratas diabéticas tratadas con 3,4-dihidroxifenilglicol (1 mg/kg/dia via

oral).

o Grupo 6: Ratas diabéticas tratadas con hidroxitirosol més 3,4-dihidroxifenilglicol
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(0.5 mg/kg/dia via oral).

o Grupo 7: Ratas diabéticas tratadas con hidroxitirosol mas 3,4-dihidroxifenilglicol

(1 mg/kg/dia via oral).

Todas las dosis de los compuestos fendlicos fueron seleccionadas de acuerdo con
las concentraciones descritas para el aceite de oliva virgen extra (Pedan el al., 2019). La
proporcion de 1/10 a 1/5 (3,4-dihidroxifenilglicol/hidroxitirosol) fue modificada en
funcién del tipo de aceite de oliva virgen extra empleado y de los efectos descritos en
algunos experimentos en ratas diabéticas y sanas (Reyes et al., 2017; Herndez et al., 2021).
El hidroxitirosol y el 3,4-dihidroxifenilglicol fueron administrados a través del agua de
bebida, una vez al dia durante siete dias antes de que la diabetes fuese inducida y se

continu6 de manera diaria hasta la finalizacion del estudio (duracion: 2 meses).

3.5. VARIABLES ANALITICAS

1. Lactato deshidrogenasa

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reduccion del piruvato a

lactato mediante el coenzima NADH y se utiliza como medida indirecta de muerte celular.

LDH
< » Acido Lactico
& X
NADH+H~* NAD+

Piruvato

La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) fue determinada en el tampdén de
incubacién como una medida indirecta de muerte celular. La actividad enzimatica se
midi6 por espectrofotometria a una longitud de onda de 340 nm, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En una microplaca con 96 pocillos se incubaron 100 pL de
muestra con 100 pL del reactivo, el cual contiene cloruro de yodotetrazolio y lactato
sodico. El blanco utilizado fue la mezcla del tampon sin muestra con el reactivo. La placa
se incubd durante 30 minutos y, posteriormente, se afiadieron 50 uL de la solucién de

parada. Se midio la absorbancia a las longitudes de onda de 490 y 600 nm. Al valor
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obtenido a la longitud de onda de 600 nm se le resto el obtenido a la longitud de onda de
490 nm y, a continuacion, se resto el valor de la absorbancia obtenido para el blanco a

todos los valores obtenidos.

2. Peroxidacion lipidica

El tejido cerebral fue homogeneizado utilizando un tampdn salino con una
concentracion de fosfato 50 mM y un pH de 7.0. (1/15 w/v). La mezcla resultante se
centrifugd a 13000 revoluciones por minuto durante 15 minutos a una temperatura de
4°C. Se separ6 el sobrenadante y las alicuotas fueron almacenadas a -80°C hasta que

fueron utilizadas para la medicion de la peroxidacion lipidica.

Las sustancias reactivas del 4cido tiobarbitirico (TBARs, por sus siglas en inglés)
fueron determinadas como un indice de peroxidacidn lipidica, cuyo principal compuesto
es el malondialdehido. Son un biomarcador de estrés oxidativo. El procedimiento de
medida fue el siguiente: 100 pL de la muestra o concentraciones crecientes de
malondialdehido fueron incubadas a temperatura ambiente durante cinco minutos. A
continuacion, se les afadid a cada una 250 uL de acido tiobarbitarico (5.2 mg/mL , pH
3.5, tamponado con hidroxido sodico). Todas las muestras fueron incubadas a 95°C
durante 45 minutos y centrifugadas a 3000 revoluciones por minuto durante 15 minutos.
La absorbancia del sobrenadante se midi6 a una longitud de onda de 532 nm en una placa
formada por 96 pocillos. Se calcul6 la ecuacion de la curva para el malondialdehido y los

datos obtenidos para las muestras de tejido cerebral fueron interpolados.
3. 3-nitrotirosina

La nitracion de proteinas es usada como indice de la produccion de peroxinitritos,
por ello a través de su expresion se puede valorar el efecto toxico del 6xido nitrico y es
una medida del estrés nitrosativo. La produccion de 6xido nitrico se determin6 a través
de la medicion de sus productos finales, nitritos y nitratos, en las muestras de
sobrenadante. La cantidad de peroxinitritos formados se cuantificoé a través de la
concentracion tisular de 3-nitrotirosina. Los cortes cerebrales fueron homogeneizados
(1:10 peso/volumen) en un tampon 100 mM KH>PO4/KoHPO4 y digitonina al 0.01% (pH

de 7.4). A continuacion, las muestras fueron centrifugadas (5000 revoluciones por minuto
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durante 10 minutos a una temperatura de 4°C). La concentracién de 3-nitrotirosina fue
determinada en el sobrenadante siguiendo las instrucciones del fabricante del kit del
inmunoensayo enzimatico de la siguiente manera: en una placa con 96 pocillos se
incubaron 50 uL de muestra y concentraciones crecientes del estandar de 3-nitrotirosina
o el tampodn (para el caso del blanco) con 50 pL de la soluciéon con anticuerpos anti-3-
nitrotirosina durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la placa fue lavada
con el tampodn de lavado e incubada con 100 pL de una segunda solucion de anticuerpos
anti-3-nitrotirosina durante una hora a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadio
100 uL del sustrato y la absorbancia fue determinada por espectrofotometria a una
longitud de onda de 450 nm. Se calcul6 la ecuacion de la curva para la 3-nitrotirosina y

los datos obtenidos para las muestras de tejido cerebral fueron interpolados.
4. 8-hidroxi-2-desoxi-guanosina

Las muestras de tejido cerebral fueron homogeneizadas (1:15 peso/volumen) en
un tampodn salino con una concentracion de fosfato 50 mM y pH de 7.0. A continuacioén
fueron centrifugadas a 13000 revoluciones por minuto durante 15 minutos a una
temperatura de 4°C. La capa superior fue congelada a una temperatura de -80°C hasta
que la concentracidon de 8-hidroxi-2-desoxi-guanosina fue determinada como un indice
del dafio producido en el ADN debido al estrés oxidativo. La determinacion se llevo a
cabo utilizando un kit de inmunoensayo enzimatico y siguiendo las instrucciones del

fabricante.
5. Concentracion de Glutation

Las muestras de tejido cerebral fueron homogeneizadas (1:25 peso/volumen) en
un tampdn salino con una concentraciéon de fosfato 50 mM y pH de 7.0 y una
concentracion de acido salicilico al 5%. Posteriormente, fueron centrifugadas a 8000
revoluciones por minuto durante 10 minutos a una temperatura de 4°C. La capa superior
fue congelada a una temperatura de -80°C hasta que la concentracion de glutation fue
determinada. Para ello, se utiliz6 un kit de ensayo colorimétrico usando como reactivo el
5,5’-ditio-bis-(4cido-2-nitrobenzoico) y la enzima glutation reductasa. La absorbancia

fue medida a una longitud de onda de 412nm.
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6. Actividad de la glutation peroxidasa

Las muestras de tejido cerebral fueron homogeneizadas (1:25 peso/volumen) en
un tampodn salino con una concentracion de fosfato 50 mM y pH de 7.0. Posteriormente,
fueron centrifugadas a 10000 revoluciones por minuto durante 15 minutos a una
temperatura de 4°C. La capa superior fue congelada a una temperatura de -80°C hasta el
momento en el que se determind la actividad de la enzima glutation peroxidasa. El kit de
ensayo colorimétrico empleado se basa en la reduccion del hidroperdxido de cumeno a
través de la glutation peroxidasa a la vez que se oxida el glutation reducido a glutation
oxidado. Durante este proceso, el consumo de NADPH se monitoriza a una longitud de

onda de 340 nm.
7. Capacidad antioxidante total

Las muestras de tejido cerebral fueron homogeneizadas (1:15 peso/volumen) en
un tampodn salino con una concentracion de fosfato 50 mM y pH de 7.0. A continuacioén
fueron centrifugadas a 10000 revoluciones por minuto durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C. La capa superior fue congelada a una temperatura de -80°C hasta el
momento en el que determind la capacidad antioxidante total. El ensayo empleado se
basa en la reduccion del cobre (II) a través de los antioxidantes. El i6n de cobre (I)
reacciona con un reactivo cromogénico de acoplamiento que da lugar a un producto

coloreado con una absorbancia maxima a una longitud de onda de 490 nm.
8. Analisis de variables bioquimicas del perfil glucémico y lipidico

Todos los parametros bioquimicos se analizaron con el autoanalizador

Atellica®CH de Siemens Healthineers (Erlangen, Alemania).
9. Analisis morfométrico de la retina

Los globos oculares de los animales de experimentacion fueron retirados y fijados
en una solucion de formaldehido durante 48 horas. A continuacion, se llevo a cabo un
protocolo de fijacion e inclusion en parafina y se seccionaron utilizando un micrétomo
rotatorio HM 325 (Leica Byosistems, 69226 NufBlloch, Alemania). Las secciones se
cortaron a un grosor de 7 um empezando desde el area posterior al nivel del nervio 6ptico.

Los estudios morfométricos se realizaron con imagenes tomadas utilizando un objetivo
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de 40x. Tras desparafinar los cortes y tefiirlos con una tinciéon de hematoxilina-eosina,
los estudios cuantitativos de los cortes histologicos se llevaron a cabo en simple ciego
por dos observadores independientes que determinaron el grosor existente entre las
membranas interna y externa, lo que equivale al grosor de la retina. Las células de la capa
ganglionar se contaron con un objetivo 40x tras la tincidn, con un total de 10 cortes por
rata a una distancia conocida desde el primer corte. Los resultados fueron informados
como numero de células contadas por 100 pm de la retina con el objetivo de estandarizar

los datos de todas las muestras.

Figura 3.5. Ejemplo representativo de un corte de retina tefiido con

hematoxilina-eosina (20X)
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3.6. METODO ESTADISTICO

Los datos expresados en el texto, tablas y figuras representan la media = desviacion
estandar (DE) de los animales utilizados en los distintos grupos (n= 6). El andlisis
estadistico se llevo a cabo a través del SPSS (Social Program for Statistical Sciencies)
(SPSS Co., Chicago, Il, Estados Unidos) version 26.0. Las diferencias entre los distintos
compuestos con respecto al grupo control, en relacion con las distintas variables (control
de ratas no diabéticas vs. Control en ratas diabéticas), se realiz6 utilizando el test de la T
de student para muestras independientes. Por otro lado, se us6 test de andlisis de varianzas
(ANOVA) para establecer las diferencias entre los grupos de tratamiento. Para establecer
una posible relacion entre variables se calcularon los coeficientes de correlacion de
Pearson. En todos los casos, se ha asumido significacion estadistica con un valor de p <

0,05.
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4.1. INTERACCION IN_VITRO ENTRE DISTINTOS POLIFENOLES DEL
ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA EN CORTES CEREBRALES DE RATA
SANA SOMETIDOS A UN PROCESO DE HIPOXIA-REOXIGENACION

En esta primera fase, se incubaron concentraciones crecientes de hidroxitirosol
(HT) en ausencia o presencia de tres concentraciones de tirosol (Ty), 37,4'-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC), en muestras de cortes cerebrales de rata
sana sometidos a un proceso de hipoxia-reoxigenacion. Asimismo, se realizaron las

curvas concentracion-efecto completas de todos los compuestos utilizados.

4.1.1. EFECTO DEL MODELO EXPERIMENTAL SOBRE LAS VARIABLES
DETERMINADAS

En primer lugar, se comprobo el efecto que este modelo experimental ejercia sobre
los tres parametros analizados: flujo de lactato deshidrogenasa (LDH) como indice
indirecto de muerte celular, productos de reaccion con el acido tiobarbiturico (TBARS)
como representantes de la peroxidacion lipidica y 3-nitrotirosina (3-Nty) como principal
representante del estrés nitrosativo tisular.

Tabla 4.1: Efecto que el modelo experimental ejerce sobre las variables analizadas:
LDH, TBARS y 3-Nitrotirosina.

Pre-hipoxia Post-reperfusion

LDH (OD40-ODgoo nm) 0.7 +£0.1 3.2+ 0.3*

TBARS (nmol/mg proteina) 0.8 +0.06 5.9 +0.6*

3-NTy (nmol/mg tejido) 0.3+0.02 2.7+0.2%

*p <0.0001 respecto al valor pre-hipoxia
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4.1.2. VALORACION DEL EFECTO DE DISTINTAS COMBINACIONES DE
POLIFENOLES, RESPECTO A HIDROXITIROSOL, EN EL MODELO
EXPERIMENTAL

La primera hipdtesis planteada consistié en demostrar que, si bien hidroxitirosol
se considera el polifenol méas abundante en el aceite de oliva virgen extra y quizas el
maximo responsable del efecto antioxidante de dicho aceite, el resto de los polifenoles

podrian participar en el mismo.

Para ello, utilizamos las concentraciones de los polifenoles descritas en aceites
considerados de “bajo” (BP), “medio” (MP) o “alto” (AP) contenido polifendlico
(Medina et al., 2006; Pedan et al., 2019) y comparamos el efecto de hidroxitirosol frente
a la combinacion de todos los polifenoles en concentraciones dentro del rango de cada
uno de los tres tipos de aceites. Estas concentraciones, expresadas en mg/kg, fueron las
siguientes:

Tabla 4.2: Concentraciones de los distintos polifenoles en base a aceites considerados de
"bajo", "medio" o "alto" contenido polifenolico (Medina et al., 2006; Pedan et al., 2019)

HT Ty DHPG OLC
AOVE-BP

Rango 1.0-5.0 0.0-0.5 0.0-0.5 10-15
[incubacion] 2.5 0.25 0.25 20
AOVE-MP

Rango 10 - 50 05-1.1 1.0-5.0 100 — 200
[incubacion] 30 0.8 0.3 150
AOVE-AP

Rango 100 - 300 2.0-8.0 10 -25 250 — 400
[incubacion] 200 5.0 20 325

HT: hidroxitirosol; Ty: tirosol; DHPG: 3’,4’-dihidroxifenilglicol; OLC: oleocantal.

Los rangos se refieren a las concentraciones descritas en las citadas referencias;

“incubacion” se refiere a la concentracion elegida para los experimentos.
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En la siguiente tabla (Tabla 4.3.) y figura (Figura 4.1.) se muestran los valores
medios (media + desviacion estandar) correspondientes a la liberacion tisular de
LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) en el modelo experimental de hipoxia-
reoxigenacion en cortes cerebrales de ratas, tras incubar hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty),
3’,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC), en las concentraciones elegidas
para representar un aceite de oliva virgen extra (AOVE) con bajo (BP), medio (MP) o

alto (AP) contenido en polifenoles.

Tabla 4.3: Valores medios de LDH en el modelo experimental tras incubar hidroxitirosol
(HT), tirosol (Ty), 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC) en las
concentraciones elegidas para representar un AOVE con bajo, medio o alto contenido en
polifenoles.

% respecto al valor del grupo control

BP MP AP
Combinacién 39.96 £ 4.65 29.49 +2.56 16.98 +0.99
polifenoles
Hidroxitirosol 68.05+£2.51 52.22 +£6.08 4937 +4.56
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Figura 4.1.
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*p < 0.0001 respecto a la combinacion de polifenoles. “p < 0.05 respecto a MP y AP
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En la siguiente tabla (Tabla 4.4.) y figura (Figura 4.2.) se muestran los valores
medios (media + desviacion estandar) correspondientes a la PRODUCCION DE
PEROXIDOS LIPIDICOS (TBARS) en el modelo experimental de hipoxia-
reoxigenacion en cortes cerebrales de ratas, tras incubar hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty),
3’,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC), en las concentraciones elegidas
para representar un aceite de oliva virgen extra (AOVE) con bajo (BP), medio (MP) o

alto (AP) contenido en polifenoles.

Tabla 4.4: Valores medios de TBARS en el modelo experimental tras incubar
hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC) en
las concentraciones elegidas para representar un AOVE con bajo, medio o alto
contenido en polifenoles.

% respecto al valor del grupo control

BP MP AP
Combinacion 21.38 £3.00 16.69 + 1.51 9.34+1.20
polifenoles
Hidroxitirosol 37.22 £3.18 30.12 £ 3.74 19.34 +£2.57
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Figura 4.2.
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En la siguiente tabla (Tabla 4.5.) y figura (Figura 4.3.) se muestran los valores
medios (media + desviacion estandar) correspondientes a la PRODUCCION DE 3-
NITROTIROSINA (3-NTy) en el modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion en
cortes cerebrales de ratas, tras incubar hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3',4'-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC), en las concentraciones elegidas para
representar un aceite de oliva virgen extra (AOVE) con bajo (BP), medio (MP) o alto (AP)

contenido en polifenoles.

Tabla 4.5: Valores medios de 3-NTy en el modelo experimental tras incubar
hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC) en
las concentraciones elegidas para representar un AOVE con bajo, medio o alto
contenido en polifenoles.

% respecto al valor del grupo control

BP MP AP
Combinacion 52.99+4.16 37.77+1.52 22.55+2.14
polifenoles
Hidroxitirosol 4925+5.12 35.66 +4.24 20.01 £2.14
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Figura 4.3.
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4.1.3. VALORACION DE LA INFLUENCIA DE DISTINTOS POLIFENOLES EN
LA ACCION DE HIDROXITIROSOL EN EL MODELO EXPERIMENTAL

En esta fase del estudio nos propusimos realizar curvas concentracion-efecto de
hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3°,4"-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC),
respecto al flujo de lactato deshidrogenasa (LDH) como indice indirecto de muerte celular,
productos de reaccion con el acido tiobarbitirico (TBARS) como representantes de la
peroxidacion lipidica y 3-nitrotirosina (3-Nty) como principal representante del estrés

nitrosativo tisular.

En la Tabla 4.6. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar) de
la concentracion de cada compuesto que inhibié un 50% la variable determinada (ICso).
En las Figuras 4.4. a 4.6. se representan graficamente las curvas concentracion-efecto

correspondientes.

Tabla 4.6: Valores medios de la ICso de hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3,4-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC).

ICso (uM)
LDH TBARS 3-NTy
Hidroxitirosol (HT) 81.1+4.7 57.1+£5.7" 64.4+5.8
Titorol (Ty) 425+ 251 154+ 133" 68.9 = 4.4
DHPG 314 +£22.5 84.7+6.3 40.5+3.9"
Oleocantal (OLC) 78.9 £ 5.8 82.0+£6.3 753+64

*p < 0.05 respecto a HT, Ty y OLC. **p < 0.01 respecto a Ty, DHPG y OLC. ***p <
0.001 respecto a HT, DHPG y OLC. ****p < 0.0001 respecto a Ty y DHPG.
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Figura 4.4. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3',4'-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal, respecto al flujo de lactato deshidrogenasa

(LDH) en el modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion en cortes cerebrales de rata.
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Figura 4.5. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3',4'-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal, respecto a la produccion de perdxidos lipidicos
(TBARS) en el modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion en cortes cerebrales de

rata.
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Figura 4.6. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty), 3',4'-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal, respecto a la produccion de 3-nitrotirosina (3-

NTy) en el modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion en cortes cerebrales de rata.
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A continuacion, se realizaron curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT)
en ausencia o presencia de tres concentraciones (10, 50 o 100 uM) de tirosol (Ty), 37,4-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC), respecto al flujo de lactato
deshidrogenasa (LDH) como indice indirecto de muerte celular, productos de reaccion
con el acido tiobarbiturico (TBARS) como representantes de la peroxidacion lipidica y

3-nitrotirosina (3-Nty) como principal representante del estrés nitrosativo tisular.

En la Tabla 4.7. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar) de
la concentracion de HT que inhibié un 50% la variable determinada (ICso), en ausencia o
presencia de las concentraciones de los polifenoles antes citados. En las Figuras 4.7. a 4.9.

se representan graficamente las curvas concentracion-efecto correspondientes.
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Tabla 4.7. Valores de la concentracion de hidroxitirosol (HT) que redujo el 50% de la
produccion de LDH, TBARS y 3-NTy en ausencia o presencia de tirosol (Ty), 3",4"-
dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal (OLC)

1Cs0 (M)
LDH TBARS 3-NTy
HT 81.1+4.7 57.1+5.7 64.4+5.8
HT + Ty (10 pM) 185+ 12.6" 51.3+6.5 71.5+5.7
HT + Ty (50 uM) 227 +82° 41.7+3.9 57.6 +4.2
HT + Ty (100 uM) 125+ 11.2° 91.4+5.0" 84.2+84
HT + DHPG (10 uM) 283+3.4" 56.0+5.2 27.7+4.8"
HT + DHPG (50 uM) 85.9+8.3 30.1 £3.8" 294+4.7
HT + DHPG (100 puM) 84.3+82 498 +5.6" 32.9+4.5"
HT + OLC (10 uM) 19.1+2.6" 348+2.9" 67.2+7.1
HT + OLC (50 uM) 21.2+1.8° 26.0+2.8" 65.3 £ 6.6
HT + OLC (100 uM) 183+1.1 212+2.7° 68.0 £ 5.7

*p < 0.005 respecto a HT.
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Figura 4.7. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT) en ausencia o presencia
de tres concentraciones (10, 50 o 100 uM) de tirosol (Ty) respecto al flujo de lactato
deshidrogenasa (LDH) como indice indirecto de muerte celular, productos de reaccion
con el 4cido tiobarbiturico (TBARS) como representantes de la peroxidacion lipidica y

3-nitrotirosina (3-Nty) como principal representante del estrés nitrosativo tisular.
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Figura 4.8. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT) en ausencia o presencia
de tres concentraciones (10, 50 o 100 uM) de 3",4"-dihidroxifenilglicol (DHPG), respecto
al flujo de lactato deshidrogenasa (LDH) como indice indirecto de muerte celular,
productos de reaccion con el acido tiobarbitirico (TBARS) como representantes de la
peroxidacion lipidica y 3-nitrotirosina (3-Nty) como principal representante del estrés

nitrosativo tisular.
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Figura 4.9. Curvas concentracion-efecto de hidroxitirosol (HT) en ausencia o presencia
de tres concentraciones (10, 50 o 100 uM) de oleocantal (OLC), respecto al flujo de
lactato deshidrogenasa (LDH) como indice indirecto de muerte celular, productos de
reaccion con el 4cido tiobarbitirico (TBARS) como representantes de la peroxidacion

lipidica y 3-nitrotirosina (3-Nty) como principal representante del estrés nitrosativo tisular.
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4.2. INFLUENCIA DE LA ADMINISTRACION DE HIDROXITIROSOL Y 3’,4'-
DIHIDROXIFENILGLICOL, SOLOS O COMBINADOS, EN CORTES
CEREBRALES DE RATA DIABETICAS SOMETIDOS A UN PROCESO DE
HIPOXIA-REOXIGENACION

En la segunda parte del estudio, quisimos aunar tres aspectos importantes:

- Un modelo de dafio en tejido cerebral que remedara los mecanismos de
neurotoxicidad acaecidos en el ictus isquémico. Para ello elegimos el mismo
modelo utilizado en la primera fase del estudio, la hipoxia-reoxigenacion en cortes
cerebrales de rata.

- Una situacién fisiopatologica en cuya evolucion y dafos tisulares estuviese
implicado el estrés oxidativo y/o nitrosativo. Para ello elegimos un modelo de
diabetes mellitus experimental.

- Una asociacion de polifenoles que hubiese aportado resultados positivos en la
primera fase del estudio y que fuese posible su administracién oral. En este caso,
en la seccion anterior de resultados, se concluyé que 3" ,4" -dihidroxifenilglicol
(DHPG) y oleocantal eran los dos polifenoles que potenciaban el efecto
neuroprotector y antioxidante de hidroxitirosol, no asi el tirosol. La
administracién oral durante dos meses de oleocantal era incompatible con la
disponibilidad y coste del producto asi que decidimos utilizar la asociaciéon HT +
DHPG en las mismas proporciones (DHPG/HT) descritas en los principales
aceites de oliva virgen extra, 1/5 a 1/10. Es por ello que administramos a los
animales de experimentacion 5 mg/kg/dia p.o. de HT solo o combinado con 0.5

mg/kg/dia (1/10) o con 1 mg/kg/dia (1/5).
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4.2.1. MODIFICACIONES DE LAS VARIABLES ANALIZADAS DEBIDAS A LA
DIABETES MELLITUS

En la Tabla 4.8. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables zoométricas y de perfil glucémico y lipidico,
determinadas en los animales diabéticos sin tratamiento, respecto a los controles sanos.

En la Figura 4.10. se representan graficamente estos resultados.

Tabla 4.8: Valores medios correspondientes a las variables zoométricas, de pergil

glucémico y lipidico en los controles diabéticos con respecto a los controles sanos.

Variable Controles sanos Controles diabéticos
Peso corporal (g) 448 + 8.0 340 £ 19.2*
Ingesta comida (g/dia) 202+ 1.8 31.2 £3.8*%
Ingesta bebida (mL/dia) 37.3+4.8 111 +9.5%
Glucosa sanguinea 98.3+4.8 387 £11.2%*
(mg/dL)

Colesterol total (mg/dL) 60.0 £ 8.1 71.2+£5.8
LDL colesterol (mg/dL) 222+5.0 31.1£6.7
HDL colesterol (mg/dL) 19.6 +2,9 18.0+5.1
Triglicéridos (mg/dL) 71.4£8.1 110 + 12.8*

*p < 0.05 respecto al control sano
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Figura 4.10. Valores de los parametros zoométricos y de perfil glucémico y lipidico en
los animales controles y en los diabéticos sin tratamiento. *p < 0.05 respecto al grupo

control sano.

80



En la Tabla 4.9. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)

correspondientes a las variables de estrés oxidativo y nitrosativo, determinadas tras la

reoxigenacion en cortes cerebrales de animales diabéticos sin tratamiento, respecto a los

controles sanos. En la Figura 4.11. se representan graficamente estos resultados.

Tabla 4.9: Valores medios de las variables de estrés oxidativo y nitrosativo en controles

diabéticos con respecto a controles sanos.

Variable Controles sanos Controles diabéticos
TBARS (nmol/mL) 761 + 106 1746 £ 274 *
8-OHdG (ng/mL) 188 +18.7 577 + 33.8*
GSH (nmol/mL) 258 +£39.9 107 + 13.2*
GSHpx (nmol/min/mL) 60.8 £ 8.9 87.3+34
TAC (U/mL) 745 +22.9 506 + 52.5*
3-nitrotirosina (pg/mL) 105+ 10.2 226 +£22.4*

TBARS: productos de reaccion con el acido tiobarbitarico. 8-OHdG: 8-hidroxi-deoxi-

guanosina. GSH: glutation reducido. GSHpx: glutation peroxidasa. TAC: capacidad

antioxidante total.

*p < 0.05 respecto al control sano
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Figura 4.11. Valores de los parametros de estrés oxidativo y nitrosativo determinadas tras
la reoxigenacion en cortes cerebrales en animales diabéticos sin tratamiento, respecto a

los controles sanos. *p < 0.05 respecto al grupo control sano.
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TBARS: productos de reaccion con el acido tiobarbitarico. 8-OHdG: 8-hidroxi-deoxi-
guanosina. GSH: glutation reducido. GSHpx: glutation peroxidasa. TAC: capacidad

antioxidante total.

En la Tabla 4.10. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables de muerte celular (LDH), determinadas tras la
reoxigenacion en cortes cerebrales y morfometria retiniana, en animales diabéticos sin
tratamiento, respecto a los controles sanos. En la Figura 4.12. se representan graficamente

estos resultados.

Tabla 4.10: Valores medios de LDH en controles diabéticos con respecto a controles

sanos.
Variable Controles sanos Controles diabéticos
LDH (U/mL) 7.7+0.8 13.7 + 0.3%
Grosor retina (pm) 63.7+7.5 116 £ 11.2%*
Area celular (%) 58.7+£2.0 39.1 £2.4%
Area intersticial (%) 413+2.5 58.7 £3.2%
Células ganglionares 8.7+1.0 3.0£0.3*
(n/100 pum)

*p < 0.05 respecto al control sano
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Figura 4.12. Valores de los parametros de muerte celular (LDH) determinadas tras la
reoxigenacion en cortes cerebrales y morfometria retiniana, en animales diabéticos sin

tratamiento, respecto a los controles sanos. *p < 0.05 respecto al grupo control sano.
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4.2.2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE HIDROXITIROSOL (HT) Y
3°,4"-DIHIDROXIFENILGLICOL (DHPG) SOBRE LAS VARIABLES
ANALIZADAS EN LOS ANIMALES CON DIABETES MELLITUS

En la Tabla 4.11. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables zoométricas y de perfil glucémico y lipidico,
determinadas en los animales diabéticos. En la Figura 4.13. se representan graficamente

estos resultados.

En la Tabla 4.12. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables de estrés oxidativo y nitrosativo, determinadas tras la
reoxigenacion en cortes cerebrales de animales diabéticos sin tratamiento, respecto a los

controles sanos. En la Figura 4.14. se representan graficamente estos resultados.

En la Tabla 4.13. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables de muerte celular (LDH), determinadas tras la
reoxigenacion en cortes cerebrales y morfometria retiniana, en animales diabéticos sin
tratamiento, respecto a los controles sanos. En la Figura 4.15. se representan graficamente

estos resultados.
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Tabla 4.11. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las variables zoométricas y de perfil glucémico y lipidico,

determinadas en los animales diabéticos. En la Figura 4.13. se representan graficamente estos resultados.

Variable Controles HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT+DHPG-0.5 HT+DHPG-1
Peso corporal (g) 340+ 19.2 345+17.9 351 +20.0 344 £ 15.7 350+£22.3 349+214
Ingesta comida (g/dia) 31.2+3.8 294422 30.8+3.5 299+3.0 28.7+2.7 30.0£3.9
Ingesta bebida (mL/dia) 111+£9.5 90.2 +£15.8 92.1+16.0 95.5+14.2 99.1+16.3 100 £ 19.3
Glucemia (mg/dL) 387+ 11.2 370+ 14.2 369 +13.0 377+ 15.5 380 +16.8 381 +10.9
Colesterol total (mg/dL) 71.2+5.8 70.0 £5.3 75.8 +6.4 69.7 + 8.4 72.3+8.5 71.1+7.8
LDL colesterol (mg/dL) 31.1+6.7 29.8 £8.1 30.5+7.0 306 +74 28.9+8.2 283+£59
HDL-colesterol (mg/dL) 18.0+5.1 27.6 + 6.4% 23.4+£6.6 21.0£52 24.5+4.1 21.8+£4.8
Triglicéridos (mg/dL) 110 +12.8 108 +11.4 106 £12.7 110+ 14.9 84.4 £ 8.5%2 104 £9.8

HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol 1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5
mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia; HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. p < 0.05 respecto a HT-5, DHPG-0.5 y DHPG-1.
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Figura 4.13.
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia, HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

87



Figura 4.13. (cont.)
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al control sano. ?p < 0.05 respecto a HT-5, DHPG-0.5 y DHPG-1.
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Tabla 4.12. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las variables de estrés oxidativo y nitrosativo, determinadas

tras la reoxigenacion en cortes cerebrales de animales diabéticos. En la Figura 4.14. se representan graficamente estos resultados.

Variable Controles HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT+DHPG-0.5 HT+DHPG-1
TBARS (nmol/mL) 1746 +£274 492 + 60.5%* 484 +77.8% 285 + 58.6* 165 £ 33.1%¢ 126 + 23.9%a¢
8-OHdG (ng/mL) 577+ 33.8 158 + 17.7* 117 £ 15.5% 137 £28.9% 38.3 + 6.3%b¢ 24.3 £ 4.4%bc
GSH (nmol/mL) 107 £13.2 110+74 106 + 13.2¢ 129 + 32.2¢ 181 £6.0* 187 £4.3*

GSHpx (nmol/min/mL) 87.3+£3.4 78.1 £ 6.4 85.0+£3.8 72.5+2.4 70.8 + 4.1 74.5+2.8

TAC (U/mL) 506 £52.5 732 +25.5% 533 +25.7 739 +20.2* 752 £24.4% 745 +22.9%
3-nitrotirosina (pg/mL) 226 +£22.4 161 £5.8 180+ 16.1 149 +4.8* 154 + 8.8%* 149 +£13.2*

HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol 1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5
mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia; HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. p < 0.05 respecto a DHPG-0.5. ®p 0.05 respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1. °p < 0.05 respecto a
HT-5.
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Figura 4.14.
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5=
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. p < 0.05 respecto a DHPG-0.5. ®p 0.05
respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1. ¢p < 0.05 respecto a HT-5.
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Figura 4.14. (cont.)
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. p < 0.05 respecto a DHPG-0.5. ®p 0.05
respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1. ¢p < 0.05 respecto a HT-5.
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Tabla 4.13. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las variables de muerte celular (LDH), determinadas tras la

reoxigenacion en cortes cerebrales y morfometria retiniana, en animales diabéticos. En la Figura 4.15. se representan graficamente estos

resultados.

Variable Controles HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT+DHPG-0.5 HT+DHPG-1
LDH (U/mL) 13.7+0.3 8.0+ 0.8% 10.2 + 1.4* 8.5+0.7* 5.6 £0.8* 5.5+0.8*

Grosor retina (um) 116 £ 11.2 86.5 £2.4* 97.0 £ 5.2* 88.1 £3.7* 66.0 + 5.6%2 67.4+5.0%
Area celular (%) 39.1£24 55.1 £2.2% 499 + 1.6* 48.8 £ 1.3%b 54.9 +0.8*% 58.4+1.2%
Area intersticial (%) 58.7+£3.2 442 +2.0* 50.1 £1.6* 51.2+1.3* 45.1 +1.8* 41.6 £ 1.2%2
Células ganglionares 3.0+£03 4.5+0.2% 3.5+0.3 3.9+0.1 5.2 +0.3%® 5.9 + (.4%bc

(n/100 pum)

HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol 1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5
mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia; HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. *p < 0.05 respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1. ®p 0.05 respecto a HT-5. °p < 0.05 respecto a HT-
5, DHPG.0.5 y DHPG-1.
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Figura 4.15.
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia, HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. *p < 0.05 respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1.
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%retina ocupada por células Grosor total retina (um)

%retina ocupada per matriz extracelular

Figura 4.15. (cont.)
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol

1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5=

hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;

HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. *p < 0.05 respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1.

®p 0.05 respecto a HT-5.
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Figura 4.15. (cont.)
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HT-5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia; DHPG-0,5= Glicol 0,5 mg/Kg/dia; DHPG-1= Glicol
1 mg/Kg/dia; HT+DHPG-0,5= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 0,5 mg/Kg/dia;
HT+DHPG-1= hidroxitirosol 5 mg/Kg/dia + Glicol 1 mg/Kg/dia

*p < 0.05 respecto al grupo control diabético. *p < 0.05 respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1.
®p 0.05 respecto a HT-5. °p < 0.05 respecto a HT-5, DHPG.0.5 y DHPG-1.
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Control sano

Control diabético

Figura 4.16. Ejemplos representativos de las retinas correspondientes a un animal sano y

a un diabético sin tratamiento (Hematoxilina-eosina X20)
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En la Tabla 4.14. se muestran los valores obtenidos tras la realizacion del test de

correlacion de Pearson, tomando como base dos pardmetros de muerte celular: flujo de

LDH en los cortes cerebrales sometidos a hipoxia-reoxigenacion y porcentaje de

celularidad retiniana.

Tabla 4.14: Valores obtenidos tras la realizacion del test de correlacion de Pearson

tomando como base el flujo de LDH y el porcentaje de celularidad retiniana.

Variable LDH % celularidad
retiniana
Coef. p Coef. p
TBARS 0.848 0.0001 -0.628 0.001
8-OHdG 0.917 0.0001 -0.755 0.0001
GHS -0.450 0.018 0.580 0.002
GSHpx 0.591 0.002 -0.386 n.s.
TAC -0.829 0.0001 0.609 0.001
3-NTy 0.730 0.0001 -0.615 0.001
LDH e e -0.709 0.0001

n.s.: valor no significativo. Coef.: Coeficiente de Pearson; TBARS: productos de reaccion

con acido tiobarbitarico; 8-OHdG: 8-hidroxi-2-oxiguanosina; GSH: glutation reducido;

GSHpx: actividad glutation peroxidasa; TAC: capacidad antioxidante total; 3-NTy: 3-

nitrotirosina.
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5. DISCUSION
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Los resultados obtenidos en el estudio in vitro muestran que los principales
polifenoles del aceite de oliva virgen extra (AOVE) interaccionan entre ellos de manera
positiva en tejido cerebral de rata, mostrando un efecto citoprotector, posiblemente a
través de una interaccion de sus efectos antioxidantes e inhibitorios de la produccion de

peroxinitritos.

Se eligié el modelo de hipoxia-reoxigenacion usando cortes cerebrales de rata
porque se ha demostrado que, en este modelo, tiene lugar una muerte celular acompanada
de un aumento del estrés oxidativo y nitrosativo (Gonzalez-Correa et al., 2006; Reyes JJ

et al., 2017). Esto fue demostrado también en este estudio (véase apartado de resultados).

Es conocido que los polifenoles del aceite de oliva virgen extra, en especial el
hidroxitirosol, ejercen efectos citoprotectores en varios tejidos y modelos experimentales
(Cabrerizo et al., 2013; Echeverria et al., 2017; Pan et al., 2013; Tejada et al., 2017). Estos
efectos son debidos a diversos mecanismos de accion, pero se asume que los efectos
antioxidantes ya demostrados son la principal causa de estos efectos (Beccari et al., 2020).
En el modelo experimental utilizado en este estudio, se ha confirmado la inhibicion de la
peroxidacion lipidica en tejido cerebral por parte de hidroxitirosol, tirosol, oleocantal y
3,4-dihidroxifenilglicol (Tabla 4.6. y Figura 4.5.), presentando el siguiente orden

creciente de potencia antiperoxidativa:
Hidroxitirosol > Oleocantal > 3,4-dihidroxifenilglicol >Tirosol

En cuanto al orden creciente del efecto inhibitorio en la produccion del peroxinitrito

(Tabla 4.6. y Figura 4.6.) fue el siguiente:
3,4-Dihidroxifenilglicol > Hidroxitirosol > Tirosol > Oleocantal

En primer lugar, quisimos verificar la hipotesis general del estudio: el efecto
citoprotector del hidroxitirosol no puede explicar por si solo el efecto citoprotector global
del aceite de oliva virgen extra sin tener en cuenta la participacion del resto de polifenoles.
Para demostrar esa aseveracion, incubamos los cuatro polifenoles en la misma proporcioén
en la que se encuentran en el aceite de oliva virgen extra, simulando aceites de bajo, medio
y elevado contenido en polifenoles, y comparamos sus efectos con los ejercidos por

hidroxitirosol de manera independiente en la misma proporcion. Pudimos observar que,
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en todos los casos, el hidroxitirosol demostrd un menor efecto citoprotector y antioxidante
de manera independiente que la combinacidon de todos los polifenoles, incluido el
hidroxitirosol en dicha mezcla, a excepcion de la inhibicion de la produccion de
peroxinitritos, en el que parece ser que el hidroxitirosol es el principal responsable.
(Figura 4.3.). Ademads, se confirm6 que la combinacion de los distintos polifenoles
explica mejor el efecto citoprotector del aceite de oliva virgen extra que el hidroxitirosol

por si solo (Figura 4.1.).

Los cuatro polifenoles demostraron ejercer un efecto citoprotector de manera
independiente en este modelo experimental, aunque el hidroxitirosol y el oleocantal
demostraron una mayor potencia en dicho efecto, si lo comparamos con el tirosol y el 3,4-
dihidroxifenilglicol. Usando el mismo modelo, este efecto ya ha sido demostrado
anteriormente para hidroxitirosol (Cabrerizo et al., 2013; Guerrero et al., 2012; Gonzalez-
Correa et al., 2006; Reyes JJ et al., 2017) y tirosol (De La Cruz et al., 2015; De La Cruz
et al., 2015) incubando las mismas concentraciones que en el presente estudio. El
oleocantal ha demostrado ejercer un efecto neuroprotector en células neuron-like-SH-
SYS5Y inducido con H2O2 en una proporcion similar a la obtenida en nuestro estudio y
con concentraciones similares (Giusti et al., 2018). Otro estudio demostr6 un efecto
neuroprotector del oleocantal en modelo experimental de Alzheimer (Grewal et al., 2020)
Revisando la literatura disponible, no encontramos estudios que demuestren un efecto
neuroprotector del 3,4-dihidroxifenilglicol en el mismo rango cuantitativo que se

encuentra en el aceite de oliva virgen extra.

Es indiscutible que el efecto antioxidante juega un papel fundamental en el perfil
neuroprotector de los compuestos estudiados, pero existen otros mecanismos que
posiblemente tengan un papel mas o menos importante y mas o menos relacionado con la
inhibicion del estrés oxidativo cerebral, como es un efecto antiinflamatorio (Bucciantini
et al., 2021). Como se puede observar en la Tabla 4.6., a excepcion del 3.4-
dihidroxifenilglicol, existe una relacion paralela entre los valores de la ICso para la
inhibicion de la peroxidacion lipidica, la formacién de peroxinitrito y produccion de

LDH.

Desde un punto de vista farmacologico, el 3,4-dihidroxifenilglicol y el oleocantal

aumentan el efecto citoprotector del hidroxitirosol, mientras que el tirosol lo disminuye.
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El tirosol ha demostrado ejercer un menor efecto citoprotector in vitro (De La Cruz et al.,
2015), mientras que ex vivo se asemeja al del hidroxitirosol (De La Cruz et al., 2015).
Una posible explicacion es que, en condiciones in vitro, el tirosol actia utilizando el
mismo mecanismo de accion que el hidroxitirosol, pero con mucha menor potencia, lo
que lo convertiria en un agonista parcial, lo que significa que se comporta como un
compuesto con un efecto citoprotector débil cuando se usa de manera independiente y en
un inhibidor del efecto del hidroxitirosol cuando evaluamos el efecto conjunto en el tejido
cerebral. En estos casos, cuando elevadas concentraciones de un agonista parcial se
incuban con un agonista, el primero pasa a comportarse como un antagonista. En los
experimentos llevados a cabo en este estudio, se demostrd que el tirosol tendia a inhibir
los efectos del hidroxitirosol como antioxidante e inhibidor de la produccion de
peroxinitrito, especialmente a concentraciones elevadas, lo que podria explicar
parcialmente la hipotesis antes planteada. Ademas, se ha descrito que, en experimentos
ex vivo, parte del tirosol es transformado en hidroxitirosol en el higado (Rodriguez-
Morat6 et al., 2017), lo que podria también explicar el mayor efecto neuroprotector que

presenta en este tipo de experimentos.

El 3,4-dihidroxifenilglicol aumenta el efecto citoprotector del hidroxitirosol,
posiblemente debido a un aumento en su efecto en la produccién de peroxinitrito,
teniendo en cuenta que su efecto antioxidante s6lo se ve aumentado con la concentracion
mas baja (Tabla 4.7.). En el aceite de oliva virgen extra, la concentracion de 3,4-
dihidroxifenilglicol es aproximadamente el 10% de la concentracion de hidroxitirosol
(Fernandez-Prior et al., 2020). Si extrapolamos los resultados del eflujo de LDH con 100
uM de hidroxitirosol y 10 uM de 3,4-dihidroxifenilglicol, podemos observar que el
hidroxitirosol reduce esta variable un 63%, 3,4-dihidroxifenilglicol un 9% y la
combinacion de ambos un 70%. Un efecto sinérgico entre ambos polifenoles se ha
demostrado a nivel de la funcidn plaquetaria y de la peroxidacion lipidica in vitro (Rubio-

Senent et al., 2015).

Respecto a oleocantal, hemos comprobado un efecto sinérgico sobre las acciones
citoprotectoras y antioxidantes del hidroxitirosol, aunque el oleocantal no modifico el
efecto del hidroxitirosol sobre la produccion del peroxinitritos. Se ha demostrado que el
oleocantal ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzima ciclooxigenasa tipo 1 y 2 (COX-1

y COX-2) (Beauchamp et al., 2005) lo que podria, indirectamente, disminuir la
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produccion de perdxidos lipidicos y promover el efecto citoprotector del hidroxitirosol.
Algunos farmacos antiinflamatorios no esteroideos tienen efectos similares,
especialmente aquellos que inhiben ambos tipos de ciclooxigenasas o especialmente la

ciclooxigenasa tipo 2 (Lopez-Villodres et al., 2012).

A través de un analisis farmacologico, los resultados de este estudio demuestran
qué los polifenoles del aceite de oliva virgen extra 3,4-dihidroxifenilglicol y oleocantal
incrementan el efecto citoprotector del hidroxitirosol, lo que no se habia demostrado
anteriormente. No obstante, este estudio presenta una limitacion fundamental atendiendo
a las concentraciones utilizadas. Nuestra intencidon fue evaluar la existencia de estas
interacciones, pero seria necesario llevar a cabo los mismo experimentos usando las
concentraciones a las que estos polifenoles se encuentran en el tejido cerebral tras la

administracion oral del aceite de oliva virgen extra con un alto contenido de polifenoles.

En el estudio ex vivo se pudo observar que el 3,4-dihidroxifenilglicol ejerce un
efecto neuroprotector en un modelo experimental de diabetes tipo 1. Por otro lado, la
asociacion de 3,4-dihidroxifenilglicol e hidroxitirosol, en proporciones similares a las que
podemos encontrar en el aceite de oliva virgen extra, puede incrementar el efecto de
ambos polifenoles en comparacion a su administracion de manera independiente. Este
efecto es principalmente debido a un efecto antioxidante y anti-estrés nitrosativo en tejido
cerebral sometido al modelo de hipoxia-reoxigenacion y a un descenso en el estrés

nitrosativo a nivel de la retina (Tabla 4.14.).

En los experimentos in vitro de la primera parte de esta tesis, hemos demostrado
que la incubacion del hidroxitirosol junto con el 3,4-dihidroxifenilglicol mejoraba el
efecto neuroprotector en el modelo de hipoxia-reoxigenacion en cortes cerebrales de ratas
normoglucémicas, relacionandose este efecto con una accion antioxidante e inhibidora
del estrés nitrosativo. Una de las principales aportaciones de la segunda parte de este
estudio es que analizamos la interaccion entre ambos polifenoles en un modelo
experimental de diabetes, en el que ya se conocia que se produce un aumento del estrés
oxidativo y nitrosativo cerebral. Ademads, también observamos una gran sensibilidad del
tejido cerebral al dafio en el modelo de hipoxia-reoxigenacion (Gonzélez-Correa et al.,
2006). En este mismo modelo, también se demostro un efecto neurotdxico en las células

nerviosas de la retina, el cual también participard en el desarrollo de la retinopatia
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diabética, asi como en el dafio vascular a largo plazo que se produce en la diabetes

mellitus.

Resultados publicados previamente confirmaron los efectos antioxidantes y
neuroprotectores del hidroxitirosol en el mismo modelo experimental de hipoxia
reoxigenacion (Reyes JJ et al., 2017; Cabrerizo et al., 2013). En estos estudios, la
incubacion de concentraciones crecientes de hidroxitirosol en cortes cerebrales de ratas
sanas, la administracion oral de hidroxitirosol también a ratas sanas (Cabrerizo et al., 2013)
y su uso en un modelo ex vivo de diabetes tipo 1 experimental (Reyes JJ et al., 2017)
ejercid un efecto neuroprotector (disminucion del eflujo de LDH cerebral), junto a un
efecto inhibitorio en la formacion de perdxidos lipidicos (TBARS) y peroxinitritos (3-
nitrotirosina) en tejido cerebral sometido al mismo modelo de hipoxia-reoxigenacion.
Estos resultados coinciden con aquellos que hemos obtenido en este mismo estudio.
Igualmente, en experimentos ex vivo (Reyes JJ et al., 2017; Cabrerizo et al., 2013) se
observo una débil influencia del hidroxitirosol en el sistema antioxidante endogeno del

glutation, como asimismo hemos observado en el presente trabajo.

Como se recogia en el apartado de resultados en relacion con el planteamiento del

estudio experimental ex vivo, la premisa previa para ese tipo de estudio era la siguiente:

Una asociacion de polifenoles que aportase resultados positivos en la primera fase
del estudio y que disponible para su administracion oral. En este caso, se concluy6 que
3’,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) y oleocantal eran los dos polifenoles que potenciaban
el efecto neuroprotector y antioxidante de hidroxitirosol, no asi el tirosol. La
administracién oral durante dos meses de oleocantal se hacia incompatible con la
disponibilidad y coste del producto, por lo que decidimos utilizar la asociacion HT +
DHPG. A continuacion, se discuten el planteamiento realizado para la eleccion de dosis,
los antecedentes sobre las propiedades de 3,4-dihidroxifenilglicol y los resultados de su

asociacion con hidroxitirosol.

La importancia del efecto antioxidante del hidroxitirosol en el efecto
neuroprotector, como se puede observar en este estudio, fue previamente establecida en
otros modelos experimentales. El uso del hidroxitirosol a una dosis de 5 mg/kg/dia se
baso en estudios anteriores usando este modelo experimental (Cabrerizo et al., 2013). La

dosis del 3,4-dihidroxifenilglicol se eligié en base a la composicion de los diferentes tipos
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de aceite de oliva virgen extra en un ratio 3,4-dihidroxifenilglicol / hidroxitirosol entre

1/10 (5+0.5 mg/kg/dia) y 1/5 (5+1 mg/kg/dia) (Medina et al., 2006).

En cuanto a los resultados obtenidos con el 3,4-dihidroxifenilglicol, se habia
demostrado previamente que este compuesto presenta un efecto antioxidante en matrices
hidrofilicas (Fernandez-Prior et al., 2021), cultivos de monocitos THP-1 (Ferndndez-Prior
et al., 2021) y microsomas hepaticos de ratas (Rubio-Senent et al., 2015) asi como en los
experimentos obtenidos en la primera parte de esta tesis. Asimismo, se ha demostrado
previamente un efecto antiinflamatorio en monocitos THP-1 (Fernandez-Prior et al.,
2021). Nuestro estudio demuestra que el 3,4-dihroxifenilglicol ejerce en tejido cerebral
un efecto antioxidante tras su administracion oral a animales diabéticos. Estos efectos
estan relacionados con los efectos neuroprotectores del 3,4-dihidroxifenilglicol
demostrados en el modelo de hipoxia-reoxigenacion en cortes cerebrales de rata, un efecto

que ya hemos demostrado en los experimentos in vitro en animales normoglucémicos.

Cuando el hidroxitirosol y el 3,4-dihidroxifenilglicol se asociaron en la proporcion
en la que lo encontramos en los diferentes tipos de aceite de oliva virgen extra, los perfiles
antioxidantes y neuroprotectores de ambos polifenoles se vieron mejorados. Este efecto
sinérgico habia sido previamente demostrado en estudios in vitro en la agregacion
plaquetaria (de Roos et al., 2011; Ayuso et al.,, 2017) y en cortes cerebrales de ratas

normoglucémicas en la primera fase de nuestro estudio.

Una explicacion a este efecto beneficioso, basado en asociar ambos polifenoles,
podria venir dada a través de las correlaciones estadisticas que se pueden observar entre
los dos pardmetros mas implicados en la muerte neuronal en este modelo experimental y
la determinacion de las variables bioquimicas relacionadas con el estrés nitrosativo y el
oxidativo (Tabla 4.14.). Pudimos observar una clara relacioén entre los valores de LDH
(marcador indirecto de muerte celular), el porcentaje de la retina ocupado por células y
las variables relacionadas con el estrés nitrosativo y oxidativo. Este resultado establece la
gran importancia de estos mecanismos de dafio celular con la pérdida celular en el tejido
nervioso de animales sometidos a este modelo experimental de diabetes. Dado que ambos
polifenoles son claramente compuestos antioxidantes, podria ser que este efecto se viera
involucrado en los mayores efectos neuroprotectores que ejercen ambos polifenoles de

manera separada.
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Previamente se han descrito efectos neuroprotectores de otros compuestos
bioactivos en modelos experimentales relacionados con la isquemia, como flavonoides,
vitaminas y otros polifenoles (Ayuso et al., 2017; Chen et al., 2020; Oh et al., 2016). La
mayoria de estos modelos demostraron un efecto protector en el tejido cerebral para dafio
isquémico, tanto cuando los compuestos se administraron por via intravenosa (fase aguda
del modelo experimental de infarto cerebral) o por via oral. Por un lado, los efectos de
estos compuestos estan relacionados con su capacidad para inhibir el estrés oxidativo,
nitrosativo y la neuroinflamacién; en cambio, los resultados finales podrian ser una
combinacion de las acciones a nivel vascular y del tejido nervioso por si mismo. Ademas,
la posibilidad de adaptar las dosis administradas del modelo experimental a humanos no
fue investigada en la mayoria de los estudios previos. Este estudio, utilizando un modelo
in vitro de hipoxia-reoxigenacion en tejido cerebral, descartd los posibles efectos
vasculares de los compuestos empleados, por lo que el efecto neuroprotector observado
fue debido a una accion directa sobre el tejido nervioso. Estos resultados coinciden con
la primera parte de este trabajo en lo relacionado con la importancia de inhibir el estrés
oxidativo y nitrosativo en la neuroproteccion ejercida por el hidroxitirosol y el 3,4-

dihidroxifenilglicol.

La extrapolacion de estos resultados a los humanos deberia ser estudiada en
estudios posteriores. La demostracion de sinergia entre los polifenoles, permitird obtener
un aceite de oliva enriquecido, de menor coste y con mayor facilidad para ser incorporado
a la dieta mediterrdnea, que ha demostrado su utilidad en la prevencion de la isquemia

cerebral.

Una limitacion de esta parte del estudio es la relacionada con las dosis
administradas de los compuestos. La mayor parte de los estudios en los que el aceite de
oliva virgen extra fue administrado para analizar sus posibles efectos beneficiosos en la
enfermedad cardiovascular recomendaron el uso de 40-50 mL de aceite de oliva virgen
extra al dia (Martinez-Gonzalez et al., 2015), lo que supone una ingesta diaria de
aproximadamente 1.5-2.0 mg al dia de hidroxitirosol. En este estudio, se administraron 5
mg/kg/dia porque, aunque no fue posible demostrar un efecto neuroprotector en ratas con
dosis menores, un efecto en los biomarcadores cardiacos si que fue demostrado con 0.5 y
1 mg/kg/dia de hidroxitirosol por via oral (Cabrerizo et al., 2013). Usando polifenoles

como moléculas extraidas de los productos naturales que los contienen, su efecto
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bioldgico es siempre observado a dosis mas elevadas (proporcionalmente) que cuando
estan contenidos en el producto original. Un fendmeno similar ocurre en el caso del
hidroxitirosol y 3,4-dihidroxifenilglicol, y los resultados obtenidos podrian servir como
base para un posible enriquecimiento del aceite de oliva virgen con el objeto de

incrementar sus efectos beneficiosos a nivel del tejido nervioso en la diabetes mellitus.

Otra limitacion de este estudio es la falta de andlisis de otros mecanismos que
podrian participar en los efectos neuroprotectores del 3,4-dihidroxifenilglicol en la
diabetes mellitus. Uno de nuestros futuros objetivos es estudiar estos efectos en un
modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 para analizar cualquier posible influencia
de ambos polifenoles en el metabolismo de la glucosa, lo que podria explicar posibles
mecanismos adicionales subyacentes a esta asociacion en diabetes, ya que estos efectos
han sido previamente descritos para el hidroxitirosol y otros polifenoles naturales en

modelos experimentales de diabetes mellitus tipo 2 (Ahangarpour et al., 2019).

Teniendo en cuenta los resultados arrojados en este estudio, los dos compuestos
fenodlicos del aceite de oliva virgen extra empleados no modifican el perfil metabdlico en
el modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1, por lo tanto, su uso podria ser
propuesto como un complemento al tratamiento principal (insulina, dieta, ejercicio fisico)
con el fin de prevenir la aparicion y el desarrollo de neuropatia diabética. En la diabetes
mellitus tipo 2, al menos el hidroxitirosol ha demostrado un posible efecto hipoglucémico,
por lo que en este tipo de diabetes podria ser administrado, ademés de para prevenir
alteraciones neuropaticas, como una ayuda al tratamiento del proceso metabolico por si

mismo.
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6. CONCLUSIONES
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Del analisis pormenorizado de los resultados obtenidos en el presente estudio, hemos

extraido las siguientes conclusiones:

1. La incubacién conjunta de concentraciones de hidroxitirosol, oleocantal, 3.4-
dihidroxifenilglicol y tirosol, en la misma proporcion de la que se encuentran en el aceite
de oliva virgen extra, produjo efectos neuroprotectores y antioxidantes mayores que

hidroxitirosol solo.

2. 3,4-dihidroxifenilglicol y oleocantal incrementaron el efecto neuroprotector y

antioxidante de hidroxitirosol.

3. Hidroxitirosol y 3,4-dihidroxifenilglicol ejercieron un efecto neuroprotector en cortes

cerebrales de rata y en las retinas de los animales diabéticos.

4. La administracion de hidroxitirosol y 3,4-dihidroxifenilglicol a animales sometidos a
un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1 ejercio un efecto neuroprotector sobre
los cortes de cerebro sometidos a hipoxia-reoxigenacion y sobre la retina. Su asociacion
con las mismas proporciones encontradas en el aceite de oliva virgen extra mejord los

efectos neuroprotectores y antioxidantes de ambos polifenoles.

5. La neuroproteccion ejercida de ambos polifenoles, administrados solos o asociados, se

correlacion6 con la reduccion del estrés oxidativo y nitrosativo.
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ANEXO 1

Financiacion: este estudio ha sido financiado, en parte, por la Consejeria de Salud. Junta
de Andalucia, Proyectos de Investigacion en Salud [Ministerio de Salud Regional. Junta

de Andalucia, Proyectos de investigacion en salud]. (PI-0129-2017).
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ANEXO II
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Bermudez-Oria A, Verdugo C, Gonzélez-Correa JA. Extra Virgin Oil
Polyphenols Improve the Protective Effects of Hydroxytyrosol in an In Vitro
Model of Hypoxia-Reoxygenation of Rat Brain. Brain Sciences. 2021;
11(9):1133. https://doi.org/10.3390/brainscil 1091133

Rodriguez-Pérez MD, Pérez de Algaba I, Martin-Aurioles E, Arrebola MM,
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De La Cruz JP, Gonzélez-Correa JA. Neuroprotective Effect of 3',4'-
Dihydroxyphenylglycol in Type-1-like Diabetic Rats—Influence of the
Hydroxytyrosol/3’,4’-dihydroxyphenylglycol Ratio. Nutrients. 2022;
14(6):1146. https://doi.org/10.3390/nu14061146
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ANEXO III

Documento de aceptacion del protocolo del estudio por el Comité de Experimentacion de

la Universidad de Malaga
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Evaluacién y clasificacién de sus procedimientos en funcién del grado de severidad:
Procedimiento n? 1: Modelo inducido de diabetes mediante inoculacion de estreptozotocina y
tratamiento con compuestos fenélicos de aceite de oliva.

Evaluacion: Favorable

Clasificacién: Moderado

Andlisis de los dafios y beneficios, para determinar si los dafios, el sufrimiento, el dolor y la angustia
que se les puedan causar a los animales estan justificados por los resultados esperados, teniendo en
cuenta consideraciones éticas y los beneficios que, en definitiva, pueda suponer el proyecto para los
seres humanos, los animales o el medio ambiente:

Favorable

Examen de las situaciones y excepciones previstas en los articulos 6, 7, 9.1, 19, 20, 21, 22, 23, 25.3,
25.5,26 y 29 del RD 53/2013:

Situaciones: La investigadora Ana Vazquez Pérez no posee la acreditacion necesaria para realizar
procedimientos de experimentacion animal.

Excepciones: Colaboraré en el procedimientos clasificados como leves, siempre bajo supervision del
Dr. José A. Gonzalez Correa y M2 Dolores Rodriguez Pérez. Articulo 25.5. Los procedimientos
inicamente podran ser realizados por personas capacitadas o autorizadas de forma temporal en las
condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajo supervision responsable. El periodo maximo hasta
que consiga su acreditacion es 6 meses.

Determinacién de si el proyecto debe evaluarse de forma retrospectiva y, en su caso, cuando deberia
realizarse

Motivacidn de la evaluacién retrospectiva:

No procede
Resultado:
X No

Periodo de realizacién (en caso afirmativo): No procede

Documentacién para realizar la evaluacién retrospectiva (en caso afirmativo):

No procede

E
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CONFIRMO:
1. Que el proyecto ha sido evaluado sin existir conflicto de intereses en las partes implicadas en la

evaluacion del mismo.

2. Que el proyecto sometido a este informe del Organo Habilitado, por lo anteriormente expuesto, se
clasifica como:

Proyecto Tipo Il

3. Que la evaluacién del proyecto sometido a este informe del Organo Habilitado, resulta ser:
FAVORABLE
OBSERVACIONES:

4. Que este documento tiene una vigencia maxima de 5 afios.

Secretario Organo Habilitado Presidente Organo Habilitado

Nombre: Ricardo Gonzalez Carrascosa Latin
Fecha: 01/08/2018
Firma:
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INFORME CEUMA N2 460
ANEXO IX

INFORME DEL COMITE ETICO (Art. 33 del RD 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las
normas bdsicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacién y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia)

D. Ricardo Gonzélez-Carrascosa Latin, como Secretario del Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de
Malaga,

DECLARA:

1. Que el siguiente proyecto (titulo del proyecto):

Efecto sinérgico de compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la inflamacién vascular en
diabetes.

Con el de expediente CEUMA N2 31-2018-A.
Investigador responsable: D. Jose Antonio Gonzalez Correa.
2. Que tiene una duracion de (Indicar afios y meses):

3 Aios
36 Meses

3. Que se llevara a cabo por personas capacitadas o autorizadas de forma temporal en las condiciones

establecidas en el articulo 15.3 del RD 53/2013 bajo supervisién responsable.
4. Que se realiza en un centro usuario autorizado, salvo autorizacion del érgano competente.

5. Que se realizara de forma que se evite a los animales cualquier dolor, sufrimiento, angustia o daiio

duradero que sean innecesarios.

6. Que se tomaran las medidas adecuadas para minimizar el sufrimiento animal una vez conseguida

la finalidad de los procedimientos.
7. Que ha sido revisado de acuerdo a la normativa vigente,

8. Que el centro donde se lleva a cabo el proyecto posee programas de aclimatacion y aprendizaje

adecuados para los animales segiin los procedimientos y la duracién del proyecto.

— man EF Pabelldn de Gobierno, planta 32, Campus El Ejido. 29071, Tel.; 952 13 42 04
EFQM AENOR ) E-mail- ceuma@uma.es
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9. Que ha sido revisado basdndose en las reuniones internas desarrolladas por el CEEA de
Universidad de Malaga en las siguientes fechas:

Reunion 372del 12/05/2018

Acta N2 37 del 12/05/2018

W

Reunion 402 del 31/08/2018

Acta N240 del 31/08/2018

10. Que basandose en las declaraciones anteriormente expuestas

CONFIRMO:
1. Que el proyecto sometido a este informe del CEEA, una vez examinada toda la documentacién
presentada, se clasifica como:
FAVORABLE
OBSERVACIONES:

El CEUMA emite este informe actuando como OEBA, lo que le infiere caracter del informe al que
se refiere el articulo 33.1 del Real Decreto 53/2013, no tiene efecto como evaluacién de drgano
habilitado. No obstante es requisito previo para la autorizacién por parte del 6rgano competente.

Una vez instruido el procedimiento, y en base a lo dispuesto en el articulo 84 de la Ley 30/92,
de 26 de noviembre, de Régimen Juridico de las Administraciones Publicas y Procedimiento
Administrativo Comun, se le da audiencia para que en un plazo de 10 dias, contados a partir de la
recepcion/publicacion del presente informe, pueda formular alegaciones y presentar los documentos

y justificaciones que estime pertinentes.

Secretario CEEA Presidente CEEA
Nombre: Ricardo Gonzalez-Carrascosa Latin | Nombre: Teodomiro Lopez Navarrete
Fecha: 01/08/2018 Fecha: 01/08/2018 Qv\\‘JERSID‘L{\&—'

Firma:

Firma:

W
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‘@ Centro de Experimentacién Animal
B Universidad de Mélaga
ANDaLUCIA TECH
Campus de Excelencia Internacional

Estimado/a Investigador/a,

Le comunicamos que ha sido dado de alta el Procedimiento de Experimentacién Animal cuyos datos a
continuacion se detallan:

TITULO: “Efecto sinérgico de compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la inflamacion vascular en
diabetes”

IP: José Antonio Gonzéalez Correa

COGIGO: 2019-0007

FECHA INICIO: 14/10/19

FECHA FINALIZACION: 14/10/22

ANIMALES: 250 ratas

PROYECTO DE COBRO: 806/79.3588

Este Codigo de Procedimiento se utilizara tanto para la adquisicién de animales y su seguimiento, como
para la notificacién de su sacrificio en el libro de registro de salida de animales. Estara relacionado con el
Proyecto al que se le cargaran los gastos derivados del uso del Centro.

Toda la gestion relacionada con los animales, su adquisicion, su distribucién en jaulas y habitaciones, la
participacion de estos animales en diferentes procedimientos experimentales, la asignacion del gasto
generado por los mismos a diferentes proyectos o fuentes de financiacion, su cria, etc. se gestionaré con
el programa informatico “AniBio” desarrollado por la empresa “noraybio”.

Ricardo Gonzalez Carrascosa
Responsable del Centro de Experimentacion Animal
Universidad de Malaga

E EFQM @ AENOR §

Avd. Louis Pasteur s/n Campu
28010, Tel.: 952 13 42 04
E-mail- estab@uma.es
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Registro Auxiliar

SV. SANIDAD ANIMAL

SEVILLA

Fecha: 11/07/2019 UNIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE MEDICINA
Ref.: SSA/SIS/MD/jv DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA Y PEDIATRIA

CONSEJERIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, PESCA Y

DESARROLLO SOSTENIBLE
Direccion General de la Produccién Agricola y Ganadera

Att. de D. José Antonio Gonzalez Correa

Asunto: Rem. Resolucion
experimentacion.

Bulevar Louis Pasteur 32
Campus de Teatinos

29071 MALAGA

Se adjunta resolucion de la Direccion General de la Produccién Agricola y Ganadera, por la que se

autoriza a D. José Antonio Gonzalez Correa, un proyecto de experimentacion animal denominado: “Efecto

sinérgico de compuestos fenolicos del aceite de oliva sobre la inflamacion vascular en diabetes”.

JEFE DEL SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL.

Fdo: Manuel Fernandez Morente.

Tabladilla, s/n

Teléfono 95 5032000

41071 - Sevilla

Codigo:640xu765PFIRMAOwWBamplgl6+Nfz2D.

Permite la verificacion de la integridad de este documento electronico en la direccion: https://ws050.juntadeandalucia.es/verificarFirma/

FIRMADO POR

MANUEL FERNANDEZ MORENTE

FECHA

12/07/2019

ID. FIRMA

640xu765PFIRMAOW8amplg16+Nfz2D
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CONSEJERIA DE AGRICULTURA, GNADERIA, PESCAY DESARROLLO
JUNTA DE ANDALUCIA CONSEJERA
Direccién General de la Produccion Agricola y Ganadera

RESOLUCION DE LA DIRECCION GENERAL DE LA PRODUCCION AGRICOLA Y GANADERA POR
LA QUE SE AUTORIZAN A D. JOSE ANTONIO GONZALEZ CORREA UN PROYECTO DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Examinada la solicitud de autorizacion de D. José Antonio Gonzalez Correa con D.N.I. , para la
realizacion de un proyecto de experimentacion animal, se han apreciado los siguientes

ANTECEDENTES DE HECHO
Primero. Con fecha 28 de junio de 2019, D. José Antonio Gonzélez Correa, en sus condiciones de
responsables del proyecto, presentaron solicitud de autorizacion para la utilizacion de animales en el siguiente
proyecto de experimentacion: “Efecto sinérgico de compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la
inflamacion vascular en diabetes”.

Junto con la solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el informe del Comité Etico, resumen no técnico e
informe de evaluacion del proyecto por el érgano habilitado.

Segundo. La documentacion aportada acredita que el interesado tiene la titulacion y formacién especifica
para desarrollar proyectos experimentales con animales y cuenta con la capacitacion especifica para ello.

Tercero. El lugar donde se desarrollara el proyecto se encuentra autorizado como centro usuario y esta
inscrito en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el nimero ES290670001512.

Cuarto. Con fecha 1 de agosto de 2018, el Comité de Etica del centro emiten un informe favorable,
conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

Quinto. Con fecha 1 de agosto de 2018, Comit¢ de Etica de Experimentacién Animal (CEEA) de la
Universidad de Malaga ¢rgano habilitado, emite informe de evaluacion favorable del proyecto, indicando que el
procedimiento cuyos datos y evaluacion se proporcionan han sido evaluados con un nivel de detalle
apropiados y que la evaluacion ha consistido en verificar que el proyecto cumple los requisitos especificados
en el articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero.

FUNDAMENTOS DE DERECHO

Primero. El articulo 3.2 del Decreto 133/2005, de 24 de Mayo, por el que se regula la distribucion de las
competencias establecidas en la Ley 11/2003, de 24 de noviembre, de proteccién de los animales, entre las
Consejerias de Gobernacion y de Agricultura y Pesca, dispone que corresponde a la segunda "la autorizacion
previa de toda actividad experimental con animales que pueda causarles dolor, sufrimiento, lesion o muerte,
prevista en el articulo 7.2 de la Ley".

Por su parte, articulo 11 del Decreto 103/2019, de 21 de enero, por el que se establece la estructura
organica de la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible prevé:

“Corresponde a la Direccion General de la Produccion Agricola y Ganadera, ademas de las funciones
establecidas en el articulo 30 de la Ley 9/2007, de 22 de octubre, las siguientes:

i) La ordenacion y fomento de la proteccion y del bienestar animal”.

Codigo:640xu691PFIRMAL6P//EuaES+Qd6Kx.
Permite la verificacion de la integridad de este documento electronico en la direccion: https://ws050.juntadeandalucia.es/verificarFirma/

EIRMADO POR MANUEL GOMEZ GALERA FECHA 10/07/2019
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Cuarto. Fl articulo 19.1 del Decreto 65/2012, de 13 de marzo, por el que se regulan las condiciones de
sanidad y zootécnicas de los animales establece:

“Todos los establecimientos cuyo objeto sea la produccion, comercializacidon o uso de animales con fines
experimentales, cientificos o educativos ubicados en la Comunidad Auténoma de Andalucia, previo al inicio de
la actividad, de conformidad con lo establecido en el articulo 7 de la Ley 32/2007, de 7 de noviembre,
deberan inscribirse en el Registro Unico de Ganaderia de Andalucia, en la seccién de Explotaciones Ganaderas
de Andalucia, de conformidad con el articulo 33 y deberan contar para su inscripcidn con la autorizacion
prevista en el articulo 36.1 de la Ley 8/2003, de 24 de abril”.

Quinto. El proyecto para el que se solicita la autorizacion ha de ser considerado dentro del tipo Il, puesto que
implica procedimientos clasificados como moderado y no utiliza primates. Ademas, el centro donde se
desarrollara tiene la correspondiente autorizacion y la persona encargada de la realizacion del proyecto tiene
capacitacién para ello. A ello se une el caracter favorable de los informes emitidos al respecto, por lo que
cumpliendo con los requisitos previstos ha de procederse a su autorizacion y no debe someterse a evaluacion
retrospectiva.

En consecuencia, de conformidad con los preceptos citados y demés de general aplicacion,

RESUELVO

Primero. Autorizar a, D. José Antonio Gonzalez Correa, el proyecto denominado: “Efecto sinérgico de
compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la inflamacion vascular en diabetes”, con un periodo de 3 afios
y un maximo de 5 afios.

Segundo. Asignar el nimero 9/07/2019/124, al proyecto a los efectos de cumplir con lo requerido en el art.
41.1 del RD 53/2013 de 1 de febrero y la Decision 2012/707/UE, sobre la regulacién y transmision de
informacidn referente al uso de los animales.

Tercero. La persona responsable de este proyecto tiene la obligacion de sustituir, reducir y perfeccionar los
métodos a lo largo del curso del proyecto para asegurar que cualquier cambio en la disponibilidad de
alternativas estan debidamente considerado y utilizado tan pronto como sea posible.

Cuarto. Autorizar a D* Ana Vazquez Pérez, a participar con anterioridad a finalizar su total capacitacion en el
proyecto bajo supervisién responsable, en actuaciones o procedimientos leve o sin recuperacién por periodo
no superior a seis meses.

Quinto. Ordenar la notificacion de la presente Resolucién a la persona interesada, con indicacién de que
contra la misma, que no pone fin a la via administrativa, podra interponer recurso de alzada ante la Sra.
Consejera de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible, en el plazo de un mes contado a partir
del dia siguiente a aquel en que tenga lugar la notificacion del presente acto, de conformidad con lo
establecido en el articulo 121 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comin
de las Administraciones Publicas.

EL DIRECTOR GENERAL.

Fdo.: Manuel Gémez Galera.

Cbdigo:640xu691PFIRMA16P/ /EuaES+Qd6Kx.

Permite la verificacion de |a integridad de este documento electrénico en la direccién: https://ws050.juntadeandalucia.es/verificarFirma/
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