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1 INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica, que acompafia al que la padece
toda la vida y, conlleva un tratamiento intenso y riguroso. Estas caracteristicas, unidas a
muchas otras como son las limitaciones y las complicaciones que produce, hacen que,
por su influencia sociofamiliar, se le considere como un ejemplo claro de enfermedad

sociosanitaria.

En los ultimos afios los casos de diabetes mellitus han aumentado de forma
significativa. Segun el indice de la International Diabetes Federation (IDF) (1) en 2022,
125 millones de personas en todo el mundo padecian diabetes mellitus. La perspectiva
es que esta cifra aumente a 643 millones en 2030 y a 783 millones en 2045. En Europa,
1 de cada 11 adultos (61 millones) tiene diabetes mellitus. Se calcula que el nimero de
adultos con esta enfermedad podria alcanzar los 67 millones en 2030 y los 69 millones
en 2045. Se gastaron mas de 175.000 millones de euros en los problemas y tratamientos
derivados de la diabetes mellitus. Asi mismo, 1,1 millones de muertes estuvieron

relacionadas con la diabetes mellitus tipo 1 en 2021.

En Espafia, los datos del IDF muestran que 206.944 personas tienen diabetes
mellitus tipo 1. De los cuales 17.245 tienen menos de 20 anos, 119.883 estan entre los

20y los 59 afios y, 69.651 son mayores de 60 anos.

La diabetes mellitus comprende un grupo de trastornos metabdlicos frecuentes que
comparten como caracteristica comun, la hiperglucemia. Existen varios tipos diferentes
de diabetes mellitus segun diferentes relaciones entre los factores genéticos y los
ambientales. De acuerdo con la causa de la diabetes mellitus, los factores que
contribuyen a la hiperglucemia pueden ser deficiencia de la secrecién de insulina,

disminucion de la utilizacién de glucosa o aumento de la produccidon de ésta.



1.1 Clasificacion de |la diabetes

Aunque la clasificacion de la diabetes mellitus se realiza en base al proceso

patégeno que acaba produciendo la hiperglucemia generando los tipos diabetes

mellitus tipo 1 y diabetes mellitus tipo 2, cada vez hay un mayor conocimiento de la

patogenia molecular y puede asociarse como un Unico defecto genético. Estas formas

gue podrian denominarse atipicas comparten caracteristicas con la diabetes mellitus

tipo 1, con la diabetes mellitus tipo 2 o con ambas (2).

Asi, la clasificacion quedaria de la siguiente manera (2):

Diabetes tipo 1: se debe a una respuesta autoinmune contra las células B

productoras de insulina de los islotes de Langerhans, lo que provoca una

deficiencia de insulina.

Diabetes tipo 2: se produce por un grupo heterogéneo de trastornos que se

resumen en diferentes grados de resistencia a la insulina, una menor secrecién

de dicha hormona y una mayor produccién de glucosa hepatica.

Diabetes gestacional: se produce por la resistencia a la insulina relacionada con

las alteraciones metabdlicas del embarazo que aumentan las necesidades de
insulina. Suele producirse durante el segundo o el tercer trimestre del embarazo.
Si se diagnostica durante el primer trimestre, la American Diabetes Association
(ADA) recomienda que se clasifique como diabetes pregestacional preexistente

mas que como diabetes mellitus gestacional.

Otros tipos especificos de diabetes (monogénicos o MODY)

o Defectos genéticos del desarrollo o de la funcion de las células B

caracterizados por mutaciones

o Diabetes neonatal transitoria

o Enfermedades del pancreas exocrino

o Defectos genéticos en la accion de la insulina



o Endocrinopatias
o Glucocorticoides inducidos por fdrmacos o sustancias quimicas
o Infecciones

o Formas infrecuentes de diabetes inmunitaria: sindrome del “hombre

rigido”, anticuerpos contra el receptor de insulina

o Otros sindromes genéticos que a veces se asocian a diabetes
1.2 Principales complicaciones de |la diabetes

Son muchas las complicaciones que se asocian a la diabetes mellitus y que,
ademas, afectan a multiples sistemas. Estas complicaciones influyen sobre la morbi-
mortalidad de los que las padecen. Sin tener en cuenta las muertes asociadas a la
Covid-19, unos 6,7 millones de adultos con edades comprendidas entre los 20 y los
79 aiios, fallecieron como consecuencia de la diabetes mellitus o sus complicaciones
en el 2021 en todo el mundo, lo que significa un 12,2% de las causas de muerte totales

en ese grupo de edad (3).

El infarto de miocardio fue la primera causa de muerte en los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, lo que supone un 50-60%. Los pacientes con diabetes
mellitus tipo 1 tienen un riesgo mas elevado de muerte prematura que la poblacidn
general. En los menores de 30 afios esto se relaciona en gran medida con las
complicaciones agudas de la diabetes (principalmente hipoglucemia y cetoacidosis

diabética) (3).

Las complicaciones son bastante similares en la diabetes mellitus tipo 1 vy la
diabetes mellitus tipo 2. En primer lugar, podemos dividirlas en dos grandes grupos
gue son las complicaciones agudas y las crdnicas y, estas uUltimas en vasculares o no

vasculares. Podemos verlo esquematizado en la Figura 1.1.



COMPLICACIONES

DE LA DIABETES

AGUDAS CRONICAS
I 1 I 1
HIPOGLUCEMIA HIPERGLUCEMIA VASCULARES A0
VASCULARES
1 1
I 1 I 1
MICROVASCULARES MACROVASCULARES DERMATOLOGICAS INFECCIOSAS
1
I 1 1
ENFERMEDAD . .
ES OCULARES NEFET RO A
[—Iﬁ T L 1
" EDEMA SENSORIALY MOTORA AUTONOMA
RETINOPATIA MACULAR (mononeuropatia y/o (sist. cardiovascular, metabdlico,
DIABETICA DIABETICO radiculopatia gastrointestinal, genitourinario,

/polirradiculopatia) auditivo)

Figura 1.1. Complicaciones de la Diabetes (elaboracion propia).

1.2.1 Complicaciones agudas
1.2.1.1 Hipoglucemia

Se denomina hipoglucemia a unos niveles de glucosa sérica inferiores a
70mg/dl acompafiados o no de sintomatologia. De acuerdo con la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA) existen 3 tipos de hipoglucemia: nivel 1 con
valores <70 mg/dl y € 54 mg/dl; nivel 2 valores inferiores a 54 mg/dl; y nivel 3
cuando el estado de conciencia de la persona se ve gravemente alterado y
necesita ayuda para resolver la hipoglucemia. Las causas mas frecuentes de la

hipoglucemia se muestran en la figura 1.2.
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Figura 1.2. Causas de la hipoglucemia (elaboracion propia).

La hipoglucemia tiene multiples implicaciones clinicas pues puede
provocar accidentes, lesiones, deterioro cognitivo, eventos cerebrovasculares
e incluso la muerte. Se ha visto tanto en estudio in vitro y en vivo, como en
estudios experimentales, que hay multiples mecanismos fisiopatoldgicos en los
gue la hipoglucemia, en pacientes diabéticos, tiene una implicacién directa en
el desarrollo de la enfermedad cardiovascular pues provoca: cambios
hemodindmicos, isquemia miocdrdica, repolarizacién cardiaca anormal,
arritmias cardiacas, tendencia trombadtica, estrés oxidativo e inflamacién (4).

Figura 1.3.
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Figura 1.3. Posibles mecanismos fisiopatoldgicos que relacionan la hipoglucemia con los resultados

cardiovasculares (elaboracion propia).

1.2.1.2 Hiperglucemia

La hiperglucemia que produce

las complicaciones agudas es la

hiperglucemia severa, que se caracteriza por unos niveles de glucosa en sangre

por encima de 200 mg/dl. Esto puede desembocar en un cuadro de

cetoacidosis diabética o un sindrome hiperglucémico hiperosmolar o una

mezcla de ambos. Las causas principales se muestran en la figura 1.4.




Figura 1.4. Causas de la hiperglucemia severa (elaboracion propia).

La hiperglucemia severa puede derivar en cuadros graves de cetoacidosis
diabética (triada de hiperglucemia, acidosis metabdlica y cetonemia) y
sindrome hiperglucémico hiperosmolar (hiperglucemia grave, osmolalidad
sérica alta, y deshidratacion) ambas potencialmente mortales. Estas
complicaciones generan una grave deshidratacidon a nivel de los tejidos por
cambios en la presidon osmodtica que arrastran el agua intracelular al torrente
sanguineo llevando al organismo a una pérdida de conciencia y, en ausencia de
insulina, a una acidosis tisular. Ambas requieren tratamiento inmediato con
una agresiva y adecuada reposicién hidroelectrolitica, asi como con la

administracién de insulina intravenosa (i.v.) (5).

Asi mismo, la hiperglucemia es la principal responsable de las
complicaciones crénicas que se presentan en las personas con diabetes

mellitus.

1.2.2 Complicaciones cronicas

Se dividen, principalmente, en vasculares, que implican diferente afectacion
de los vasos sanguineos, y no vasculares (4). Aunque la hiperglucemia crénica es
uno de los factores que mas influye en la aparicién de las complicaciones en los
pacientes con diabetes mellitus, aun no son bien conocidos los mecanismos por

los que las provoca. Si se consigue un diagndstico precoz y un control enérgico de



la glucemia, la tension arterial y los lipidos en sangre, pueden evitarse o reducirse

las complicaciones consecuencia de la diabetes mellitus.
1.2.2.1 Complicaciones vasculares

Tanto en la macro como en la microangiopatia diabética, el estrés
oxidativo tiene un papel fundamental en las primeras etapas ya que participa
de forma directa en el desarrollo de la disfuncién endotelial. Una cantidad
elevada de glucosa en sangre mantenida en el tiempo origina productos finales
de glicosilacion avanzada que se unen a un receptor de la superficie celular
mediante glucosilacion no enzimdtica, provocando un entrecruzamiento de
proteinas, arterosclerosis acelerada, disfuncion glomerular y endotelial, asi

como alteraciones en la matriz extracelular (4).

1.2.2.1.1 Microvasculares

Son complicaciones especificas de la diabetes mellitus. Suelen
aparecen 20 anos después del diagnéstico. Aunque la fisiopatologia es
complicada, el estrés oxidativo secundario a la hiperglucemia constante, que
dispara las diversas vias metabdlicas (la via de los polioles, la formacion de
productos finales de glicacién avanzada, la activacién de la diacilglicerol-
proteina cinasa C (DAG-PKC) y la via de la hexosamina), parece ser el factor
principal. Estas rutas se activan cuando las vias normales del metabolismo

de la glucosa se saturan.

a. Enfermedades oculares

Segun la Sociedad espafiola de retina y vitreo (SERV), la retinopatia
diabética es una de las causas principales de ceguera evitable y discapacidad
visual en la poblacién en edad laboral y el edema macular diabético de la

pérdida de agudeza visual.

La duracién de la diabetes mellitus vy, el grado de control de la glucemia
y del resto de factores de riesgo, son los mejores predictores del desarrollo

de retinopatia.



Segun la clasificacion internacional que proponen Wilkinson et al (6) se

diferencia la retinopatia diabética y el edema macular diabético.

o) Retinopatia diabética

El dafio vascular inicial, unido al engrosamiento de la membrana
basal, lleva a la pérdida de células murales a nivel de los capilares lo
gue altera el funcionamiento de la barrera hematorretiniana interna.
Esto se manifiesta con la aparicién de microaneurismas, dilataciéon y
arrosariamiento venoso, que provocan cambios en el flujo vascular
normal. Asi mismo, se producen cambios estructurales, de fisiologia y
de adhesion en el vitreo como resultado de la glucosilacién de las

proteinas vitreas (7).

En la retinopatia diabética también existe un componente
inflamatorio crénico mediada por citocinas proinflamatorias que
estimulan la adhesion capilar y la leucostasis. Esto ocasiona oclusién
vascular e hipoxia tisular. Esta ultima favorece la formacién de nuevos
vasos que se localizan cerca del nervio dptico o de la macula y son tan
fragiles que se rompen con facilidad; esto acaba provocando

hemorragia vitrea, fibrosis y por ultimo desprendimiento de la retina

(7).

La retinopatia diabética se clasifica en dos etapas: no proliferativa
y proliferativa. No todos los que sufran una desarrollaran la otra, pero,
cuanto mas grave sea la proliferativa, mds posibilidades tendran de

desarrollar la no proliferativa.

- Proliferativa: Sus  caracteristicas  principales son los
microaneurismas vasculares retinianos, las hemorragias en forma

de mancha y los algodonosos.

- No proliferativa: Suele comenzar de forma leve, aunque puede

evolucionar a una forma mas extensa que se manifiesta por



cambios en el calibre de las venas, anomalias microvasculares

intrarretinianas y abundantes microaneurismas y hemorragias.

o Edema macular diabético

Puede presentarse en cualquier fase de la enfermedad, lo que
hace que se deba analizar de forma diferente. El edema macular
diabético muestra un engrosamiento retiniano puede acompafiarse de
exudados duros, que estan formados por material lipidico y proteinico
extravasado de los vasos de la retina y depositado en las capas externas

de la retina o incluso en ocasiones en el espacio subretiniano (8).

b. Neuropatia

La neuropatia diabética es la complicacién mas frecuente de las
personas con diabetes mellitus, tanto tipo 1 como tipo 2, aproximadamente
el 50% de las personas con diabetes mellitus de larga evolucion sufriran
algun tipo de neuropatia. Puede lesionar cualquier nervio del organismo y

suele manifestarse de forma difusa o como mono o polirradiculopatia (4).

Al igual que en el resto de las complicaciones, el desarrollo de la
neuropatia se relaciona con la duracién de la diabetes mellitus y el adecuado
control de la glucemia. Otros factores de riesgo son el indice de Masa
Corporal (IMC), el tabaquismo, episodios de cardiopatia, elevados niveles de
triglicéridos en sangre e hipertension. Esta patologia se caracteriza por la
pérdida tanto de fibras nerviosas mielinizadas como no mielinizadas. Por
tanto, se necesita diagnodstico diferencial para descartar otras patologias

similares como causas probables (4).
Podemos clasificar la neuropatia en sensorial y motora, y auténoma.

o Sensorial y motora (mononeuropatia y/o radiculopatia

/polirradiculopatia):
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La diabetes afecta con frecuencia al sistema nervioso periférico.
Los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales del sistema nervioso
periférico se encuentran fuera de la barrera hematoencefalica. Son
mas vulnerables a las lesiones asociadas a la diabetes que las neuronas
motoras. Las pequefias neuronas no mielinizadas son neuronas
sensoriales, la mayoria de las que componen el sistema nervioso
periférico, transportan informacion nociceptiva, particularmente
sobre el calor y el dolor. Debido a la falta de mielina la conduccién es
lenta y continua. Ademas, también transmiten informacién sobre Ila
presidon, el tacto y el frio. Las fibras totalmente mielinizadas de
diferentes diametros, denominadas fibras grandes, son responsables
de la deteccion vibratoria y de posicién. La mielina, que es producida
por las células de Schwann, recubre los axones de estas fibras y forma
los ganglios de Ranvier y los paranodos, que son necesarios para la

conduccién nerviosa rapida y las uniones estrechas (9).

La neuropatia diabética se caracteriza por la pérdida axonal de
distal a proximal y los sintomas que la acompafian. Aunque la
hiperglucemia es la causa principal de neuropatia diabética en la
diabetes mellitus 1, la dislipidemia es la causa principal de neuropatia

diabética en la diabetes mellitus 2.

La diabetes hace que el exceso de glucosa y los acidos grasos libres
se acumulen en las células de Schwann. La glucosa se mueve a través
del transportador de glucosa 3 y se somete a glucélisis. La cantidad
resultante de piruvato excede la capacidad de manejo metabdlico del
ciclo del acido tricarboxilico (TCA), lo que conduce al metabolismo
anaerdbico y a la acumulacién de lactato. Este lactato es trasladado a
los axones, produciéndose una disfuncién mitocondrial y una

degeneracion axonal (9).

El aumento de la carga de sustrato de acidos grasos saturados de

cadena larga causado por la dislipidemia se asocia con un aumento de
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la B-oxidacion para formar acetil coenzima A. La acilcarnitina toxica se
acumula en el interior de las células de Schwann y se transporta a los
axones cuando se supera la capacidad de oxidacién del ciclo del TCA,
lo que provoca, igualmente, una disfuncion mitocondrial y Ia

degeneracién axonal (9).

Las fibras nerviosas pequefas y grandes se quedan sin energia
debido a la reduccién de la funcién mitocondrial en el cuerpo celular,
y los axones largos pierden su capacidad funcional y se produce la
degeneracion. Los axones mads alejados del cuerpo celular se
convierten en los mas vulnerables debido a que cada vez menos
mitocondrias funcionales viajan con éxito desde el cuerpo celular,
hasta sus terminales mas distales; a lo largo de toda la longitud axonal.
Las fibras pequefias que transmiten el dolor y la disestesia son
especialmente vulnerables a la pérdida de energia. Las células de
Schwann pueden proporcionar combustible utilizable, mitocondrias y
proteccién contra sustancias toxicas a los axones mielinizados, grandes
demandantes de energia, pero las fibras pequenas carecen de esta
fuente de energia y proteccidon. Esto podria hacer que las fibras

pequefias se degraden significativamente primero (9).

- Lamononeuropatia (disfuncidn de nervios periféricos o craneales

aislados) es menos comun que la polineuropatia en la diabetes
mellitus y se presenta con dolor y debilidad motora en la
distribucién de un solo nervio. Las mononeuropatias pueden
ocurrir en sitios de atrapamiento, como el tunel carpiano, o ser no
compresivas. Es muy comun la implicacidn del tercer par craneal
precedida por diplopia. En ocasiones se afectan otros pares
craneales, como el 1V, el VI o el VII (paralisis de Bell). Es probable
gue ocurran mononeuropatias periféricas o la implicaciéon

simultanea de mas de un par (mononeuropatia multiple) (4).
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La radiculopatia diabética es un sindrome caracterizado por dolor

grave e incapacitante en la distribucion de una o mds raices
nerviosas, acompafado en ocasiones de debilidad motora.
Afortunadamente, las polirradiculopatias diabéticas por lo general

se limitan a si mismas y remiten en un lapso de seis a 12 meses

(4).

Pero la forma mas comin de neuropatia diabética es la

polineuropatia distal simétrica. Ocurre con mayor frecuencia con

pérdida sensitiva distal y dolor. Entre los sintomas se incluyen
entumecimiento, hormigueo, hipersensibilidad, hiperestesia,
parestesia, disestesia y/o sensacion de quemazdn que comienzan
en los pies y se va dispersando a medida que avanza de forma
proximal. El dolor, generalmente, es mds frecuente en los
miembros inferiores y suele presentarse en reposo, agudizandose
por la noche. Se han descrito formas tanto agudas como crénicas.
La primera suele durar menos de 12 meses y se relaciona con el
tratamiento. A medida que progresa la neuropatia diabética, el
dolor comienza a remitir llegando incluso a desaparecer; no
obstante, el déficit sensitivo se mantiene pudiendo aparecer, en

este momento, defectos motores (4).

Hiperglucemia

crénica
Tejido Vasos

nervioso sanguineos
A_dapt'ac_ién Disfuncion
bioguimica endotelial
Polioles Disminucion
PKC flujo capilar
AGEs -
Hexoquinasas Isquemia

\ Alteracion
conduccion del

impulso nervioso

Neuropatia dolorososa/ no dolorosa |

Figura 1.5. Fisiopatologia de la neuropatia diabética dolorosa y no dolorosa (elaboracién propia).
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o Autdnoma:

En algunas personas con diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2 se
presentan alteraciones en los sistemas colinérgicos y noradrenérgicos
de sistema nervioso auténomo, lo que ocasiona que algunos sistemas

puedan verse afectados:

- Afectacion sistema cardiovascular: disminucion en la variabilidad

de la frecuencia cardiaca, taquicardia en reposo e hipotension
ortostatica se asocia con un incremento del riesgo de enfermedad
cardiovascular (ECV). La neuropatia auténoma se asocia no sélo a
los sintomas anteriores, sino también a la predisposicién a
hipoglucemia grave y, ya hemos descrito lo que ésta puede
provocar a nivel cardiovascular, como por ejemplo el aumento del
QT. La unién de ambas se relaciona con algunos casos de muerte

subita en personas con diabetes mellitus (4).

- Afectacidn sistema metabdlico: La neuropatia auténoma es capaz

de reducir la liberacidon contrarreguladora de hormonas, sobre
todo de las catecolaminas, lo cual provoca incapacidad para
percibir la hipoglucemia de manera adecuada. Esto aumenta el

riesgo de sufrir una hipoglucemia grave (4).

- Afectacidn sistema gastrointestinal: Los sintomas mas frecuentes

son la gastroparesia (a veces como anorexia, ndusea, vomito,
saciedad temprana y distensién abdominal) y las alteraciones de

la motilidad del colon e intestino delgado (constipacion o diarrea)

(4).

- Afectacidn sistema genitourinario: incluyendo disfunciéon sexual

femenina (disminucion del deseo sexual, dispareunia y lubricacién
vaginal escasa) y cistopatia. Esta ultima comienza con una
incapacidad para sentir una vejiga llena y para vaciarla por

completo, lo que con la evolucién del deterioro lleva a la
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acumulacién de residuos que provocan sintomas como tenesmo
vesical, disminucion de la frecuencia de vaciado, incontinencia e

infecciones recurrentes de las vias urinarias (4).

- Afectacién de la audicién: Pueden verse afectados los nervios del

oido interno lo que podria provocar una pérdida auditiva (4).

- La hiperhidrosis de las extremidades superiores y la anhidrosis de

las piernas son resultado de la disfuncién del sistema nervioso
simpatico. La anhidrosis de los pies genera sequedad de la piel con
formacion de fisuras, que incrementan el riesgo de desarrollar

Ulceras en los pies (4).

c. Nefropatia diabética

Aproximadamente el 30% de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1
y el 40% de las personas con diabetes mellitus tipo 2 desarrollan algun tipo
de enfermedad renal crénica (13). Se relaciona con un mayor riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares y tiene mal prondstico aun con

tratamiento de dialisis. Suele ir asociada a la retinopatia diabética (4).

Aligual que el resto de las complicaciones microvasculares, se relaciona
con el mal control glucémico. De la misma forma, se sabe que el consumo de

tabaco acelera el deterioro de la funcion renal.

En las etapas iniciales de la nefropatia diabética, se produce disfuncién
endotelial que hace que los vasos glomerulares sean mas sensibles a los
efectos vasoconstrictores y profibréticos de, por ejemplo, la angiotensina Il.
Esto desencadena un aumento de la presién arterial intraglomerular, del
filtrado glomerular y, como consecuencia, la presencia de microalbuminuria.
Uno de los mecanismos que produce mayor fallo a nivel glomerular es el
estrés oxidativo que viene mediado por los altos niveles de glucosa
mantenidos en el tiempo. Este es uno de los responsables del aumento de la

excrecion de proteinas y la disminucion de la filtracion glomerular (10).

15



La enfermedad renal del paciente con diabetes hace referencia a la
albuminuria y a la funcidon de filtracion glomerular reducida (< 60
mL/min/1,73 m2). Una vez que estan instauradas los cambios patoldgicos
son probablemente irreversibles. La nefropatia que se desarrolla en la
diabetes mellitus tipo 2 difiere del tipo 1 en que cuando se diagnostica la
primera, puede haber albuminuria, lo cual refleja su largo periodo
asintomatico; sin embargo, en la diabetes mellitus tipo 2 en ocasiones es
secundaria a factores no relacionados con la enfermedad, tales como
hipertensidn, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedades prostaticas o

infecciones (10).

1.2.2.1.2Macrovasculares

No son exclusivas de los pacientes con diabetes mellitus. Aunque la
incidencia se ve aumentada tanto en las personas con diabetes mellitus tipo
1 como con diabetes mellitus tipo 2. Los mecanismos de las complicaciones
macrovasculares relacionadas con diabetes incluyen enfermedades
cardiovasculares como las coronariopatias, la arteriopatia periférica y la
enfermedad vascular cerebral y, se asocian con la hiperglucemia, la duracion
de la enfermedad, los factores de riesgo cardiovascular tradicionales
(dislipidemia, hipertensidn, obesidad, sedentarismo, tabaquismo) y la
resistencia a la insulina y, a la alteracién de los niveles de lipidos en sangre
gue ésta produce. En la diabetes mellitus tipo 2, la resistencia a la insulina
estd presente afios antes del diagndstico y se asocia con obesidad y
acumulacién ectépica de lipidos en musculo e higado. De manera adicional,
la insulina falla en suprimir apropiadamente la lipdlisis del tejido adiposo, lo
cual resulta en mayor suministro de acidos grasos al higado, musculo, células
endoteliales y tejidos cardiacos, ocasionando acumulaciéon histica de
triglicéridos, diacilglicerol y ceramidas. Asi, vemos, que la resistencia a la
insulina esta directamente involucrada en el desarrollo y perpetuacion de la

aterosclerosis (4,11).
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Puede producirse antes de que se establezca el diagndstico pues, en la
diabetes mellitus tipo 2 el periodo asintomatico puede ser largo. El
Framingham Heart Study, mostré que en las personas con diabetes mellitus
la incidencia era 5 veces superior en todas las complicaciones
macrovasculares. Del mismo modo, el prondstico de las personas con
diabetes mellitus y alguna enfermedad cardiovascular resulté ser menos

favorable que en las no diabéticas (4,11).

Otros factores de riesgo adicionales que son frecuentes en personas
con diabetes incluyen la nefropatia diabética, funcién plaquetaria anormal,

marcadores aumentados de inflamacién y disfuncién endotelial (4,11).

1.2.2.2 Complicaciones no vasculares

1.2.2.2.1Dermatologicas

Generalmente se caracterizan por xerosis y prurito, cicatrizacion lenta
y ulceraciones cutdneas. Algunas de las patologias dermatoldgicas asociadas
con la diabetes mellitus son: la dermopatia diabética, enfermedades bullosas
como la bullosa diabeticorum, la necrobiosis lipoidica diabeticorum, el
vitiligo (mds frecuente en personas con diabetes mellitus tipo 1), la acantosis
nigricans (caracteristica de resistencia grave a la insulina y diabetes
concomitante), el granuloma anular local o generalizado, el liquen plano y la
esclerodermia (que puede llevar al sindrome de movilidad articular
limitada). También puede aparecer lipoatrofia en los lugares de inyeccién de

la insulina (4).

1.2.2.2.2Infecciosas

A causa de los problemas de vascularizacién y a las alteraciones en la
inmunidad celular y la funcién fagocitica que provoca los niveles altos de
glucemia mantenidos en el tiempo en las personas diabéticas, éstas son mas
propensas a infecciones mas graves con mayor frecuencia que el resto de la

poblacidén. La hiperglucemia promueve la colonizacién y proliferacion de una
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variedad de organismos (como candida y otras especies de hongos). Aunque
la mayor parte de las infecciones que sufren los diabéticos suelen ser
comunes al resto de la poblacién, hay algunas que se observan casi de
manera exclusiva en ellos, por ejemplo, la mucormicosis rinocerebral,
infecciones enfisematosas de la vesicula biliar y de las vias urinarias, y otitis
externa invasiva o “maligna” (afecta al tejido blando que rodea el conducto
auditivo externo y puede progresar con rapidez a osteomielitis y meningitis)

(4).

1.3 Estrés oxidativo

Puesto que hemos explicado que el estrés oxidativo es uno de los factores mas
importantes en la fisiopatologia de las complicaciones de la diabetes mellitus resulta

necesario ahondar un poco mas en el mismo.

El estrés oxidativo se produce cuando hay un desequilibrio entre la produccién

de radicales libres y el sistema antioxidante encargado de neutralizarlos (12).

El oxigeno es el segundo componente en mayor cantidad en la atmdsfera v, si
bien es esencial para la vida, no sélo tiene efectos beneficiosos, también posee
potenciales efectos nocivos relacionados con su estructura y su reactividad quimica
(13). Cuando el oxigeno sufre cambios en su estructura da lugar a especies reactivas
de oxigeno (ROS) siendo las mas importantes el anién radical superéxido (Oze-), el
radical hidroxilo (¢OH), el perdxido de hidrégeno (H20z) y el radical hidroperoxilo

(HOOe) que es la forma protonada del oxigeno singlete (103).

+H* -H* e _*2H -OH- +H*
02 T’ HOO- 02 T’ H202 te -OH pe H20

Figura 1.6. Esquema de reduccién del oxigeno (elaboracién propia).

Las ROS se consideran moléculas esenciales para el metabolismo celulary, por
tanto, para el desarrollo normal de la célula pues participan en multiples procesos:
interpretacién de sefiales celulares, expresion de genes y proteccion inmunoldgica,

entre otros (13).
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Si se produce un amento descontrolado de la concentracion de ROS, bien por
sobre activacion de las rutas que las generan o por inhibiciéon de las rutas que

controlan su consumo, llegariamos a un estado de estrés oxidativo (13).

Para enumerar las rutas responsables de la generacién de las ROS, vamos a

dividirlas en enddgenas y exdgenas como se muestra en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Rutas generacién de ROS (elaboracidn propia).

ENDOGENAS EXOGENAS

Fosforilacidon oxidativa mitocondrial a través de Metabolismo de compuestos
la citocromo oxidasa, en el proceso de ingeridos o administrados
respiracion celular. exégenamente
Células leucocitarias con fines de defensa

Contaminantes y toxicos
antimicrobiana.

ambientales, metales pesados,
Fibroblastos y monocitos, como moduladores

disolventes y radiaciones.
de sefales intracelulares

Como hemos marcado al inicio del apartado, tan importante es la formacién de
la ROS como que éstas se mantengan en niveles de concentracidn normales. Los
mecanismos que el cuerpo tiene para mantener dichos niveles son las enzimas
antioxidantes (superodxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) y los
atrapadores de radicales libres (glutation reducido, B-caroteno y vitamina C). Del
mismo modo existen fuentes extrinsecas de antioxidantes contenidas en algunos
alimentos como frutas, verduras, aceite de oliva, ricas, sobre todo, en fenoles, pero
también en B-caroteno y vitamina C, que actuan previniendo la iniciacién de las ROS,
blogueando su propagacién y reparando los dafios provocados por las ROS en el

organismo (14).

Las ROS afectan a la homeostasis celular pues debido a sus caracteristicas
quimicas atacan, preferiblemente, a moléculas que contienen en su estructura
hidroxidos fendlicos, dobles enlaces C-C o anillos aromaticos. De esta forma, las bases
nitrogenadas de las cadenas de ADN, los aminoacidos de las proteinas y los acidos

grasos de las membranas celulares son su blanco principal. Por ello, vamos a analizar
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sus principales vias de actuacion la peroxidacion lipidica, la destruccion oxidativa de

las proteinas y las mutaciones en el ADN (13).
e PEROXIDACION LIPIDICA

Los lipidos son una parte fundamental de muchos componentes
celulares, pero, sobre todo, de la membrana plasmatica. La fluidez de ésta
depende de la composicidn de la bicapa lipidica; a mayor nimero de dobles
enlaces de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI), mayor fluidez. Pero, el
problema es que, los AGPI son muy susceptibles a la peroxidacion. Esta

peroxidacion tiene lugar en 3 etapas: iniciacion, propagacion y terminacion

(14).
0o,
“OH
LOO" + LH . c
Lipidos I\‘ Radical lipidico (LH") - ‘ - LOO" + LOO" —— LO-OL+ O,
(L, LH, LOOH) Peroxirradical lipidico (LOO") LOOH + L-
¢ L'+l —» L-L
LOO" + LH
Dienos conjugados
Aldehidos
Acroleina
Iniciacion Propagacion Finalizacion

Figura 1.7. Fases de la peroxidacion lipidica de un acido graso poliinsaturado (AGP)I (elaboracién propia).

En la tercera fase es donde se produce la reaccién en cadena de los
radicales libres al reaccionar unos AGPI con otros.

R
4
H
R
R R R
OH- 0O,
——)

H . 00 OOH
OH-
Acido graso Radical Radical Peréxido
poliinsaturado lipidico peroxilo lipidico

Figura 1.8. Representacion grafica del mecanismo por el cual un acido graso reacciona con un radical hidroxilo
ocasionando la peroxidacion lipidica. (elaboracién propia).
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Figura 1.9. Representacién de la destruccidn oxidativa de la membrana celular debido al ataque de

radicales hidroxilo (elaboracién propia).

e DESTRUCCION OXIDATIVA DE LAS PROTEINAS

Debido a la gran presencia que tienen las proteinas en las células, los
tejidos y el plasma, son un objetivo accesible e importante para las ROS. La
interaccién de ambas genera la oxidacién de las cadenas de aminodacidos. Los
aminodcidos con un grupo TIOL y una cadena aromatica (cisteina, tirosina, ...)

son los que presentan una mayor sensibilidad (14).

Estructura general de los Unién molecular entre aminoacidos
aminodcidos en una proteina

® ®

DF LAS PROTENAS o %GD 09 &\e0a®

] © ©
onf®

ALTERACION DE LAS

FUNCIONES DE LAS

PROTEINAS Dafio en los enlaces peptidicos causado
Por radicales libres

Figura 1.10. Representacion de la destruccion oxidativa de una proteina globular a través de la

generacion de radicales en los aminoacidos (elaboracién propia).
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Bases puricas
y pirimidinicas

Las ROS pueden atacar a las proteinas de diferentes modos, los mas
frecuentes son la fragmentacion de la proteina, la ruptura de los enlaces
peptidicos, y las modificaciones aminoacidicas mediadas por radicales libres
(13). Como consecuencia de la destruccién oxidativa de las proteinas, se
producen radicales que, si inician una reaccién en cadena o, se entrecruzan,
terminan provocando una ruptura de la cadena y cambios en sus propiedades
fisicogquimicas como son su solubilidad, integridad estructural y actividad
enzimatica, que les hace perder su funcidén e incluso, ser mas susceptibles a
la degradacién y eliminacion. Se han observado niveles altos de productos
derivados de esta destruccion oxidativa en diferentes enfermedades, como,

por ejemplo, en la diabetes mellitus (14).

e MUTACIONES DEL ADN

Cuando las ROS interaccionan con el ADN puede provocar desde la
reticulacién del ADN (al unirse el radical del ADN al aminodcido de las
proteinas), la formaciéon de azlcares, productos de modificacion de base,
roturas de cadenas tanto simples como dobles (debido a que los radicales
hidroxilo que se generan, reaccionan con la fraccién de azucar del ADN
provocando la ruptura). Las bases mas sensibles dentro del ADN son la

guanina, por su menor capacidad redox y su mayor sensibilidad a la oxidacion

(14).
Bases oxidadas
+ OH' \ Desacoplamiento 5| Alteracion Alteracion
O de pares de bases cadena ADN cadigo genético
NO- , . wicos
Radicales libres puricos

Radicales libres pirimidinicos

Figura 1.11. Mecanismo bdasico de dafio de ADN causado por radicales libres (elaboracidon propia).

1.3.1 Principales biomarcadores de estrés oxidativo

Como la vida media de las ROS es muy corta, es extremadamente dificil y

costoso calcular la concentracién de estas, por lo que se utilizan los productos

generados a partir del dano oxidativo de proteinas, lipidos y ADN como

biomarcadores (14), por lo que, realmente, estariamos midiendo es el dafio
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oxidativo en lugar del estrés oxidativo. Ghezzi (15) propone la clasificacién de los

biomarcadores en 4 tipos.

Tabla 1.2. Principales biomarcadores de estrés oxidativo (elaboracion propia).

TIPO BIOMARCADORES
Actividad enzimdtica xantino oxidasa
Precursores . .
Actividad NADPH oxidasa
Radicales libres in vivo
. Perdxido de oxigeno
Radicales . . -
Aniones hidroxilicos
Peroxinitritos
Peroxidacion lipidica
Estrés Carbonilos proteicos
oxidativo 3-Nitrotirosina

Bases andmalas de ADN
Actividad superoxido dismutasa (SOD)
Sistemas Actividad catalasa (CAT)
antioxidantes Glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG)
Actividad glutatidn peroxidasa, reductasa y transferasa

1.3.2 El estrés oxidativo y la hiperglucemia

La glucosa se metaboliza especialmente mediante la glucélisis y el ciclo del
acido citrico. En ambas vias obtenemos como subproductos metabdlicos el didxido
de carbono y las formas reducidas NADH (nicotinamida adenina dinucledtido-
reducida) y FADH2 (flavina adenina dinucleétido-reducida). Estas ultimas tienen un
papel primordial en la donacién de electrones para generar el ATP (adenosin
trifosfato) y la reducciéon de oxigeno al radical superéxido. Asi se generan los
radicales libres que, de forma general, son eliminado o neutralizados por los
antioxidantes tanto enddgenos como exdgenos. Siendo las concentraciones
elevadas de glucosa en sangre, la caracteristica distintiva de la diabetes mellitus,
se generan exceso NADH y FADH2, que generan el exceso de radicales superdxido
y, por ende, generando un desequilibrio en los radicales libres y, desembocando
en un estado de estrés oxidativo. Al haber mas glucosa disponible, aumenta su
autooxidacion, afectdndose la funcién mitocondrial en relacion con la
transferencia de electrones que conduce a una acumulacion de coenzima Qy ésta

a mas formacién de radicales superéxido (16).
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Figura 1.12. Esquema basico del metabolismo de la glucosa (elaboracidon propia).

En un estudio reciente en el que se estudio la relacion entre los niveles de
biomarcadores de estrés oxidativo, de azlcar en sangre en ayunas,
hemoglobina glicosilada (HbA1lc) y el estado de las enzimas antioxidantes, los
resultados mostraron evidencia de concentraciones significativamente mas
altas de glucemia y HbAlc en sujetos con diabetes mellitus. Esto es lo esperado,
pero, ademas, se obtuvieron datos que mostraban una disminucién en las
enzimas antioxidantes en los sujetos con diabetes mellitus. Los niveles de
biomarcadores de peroxidacién lipidica y proteica se encontraban

significativamente elevados (14).

1.4 Antioxidantes

1.4.1 Definicion

Son compuestos capaces de retardar y/o eliminar las ROS. Sabiendo el dafio
gue estas ROS pueden provocar en las biomacromoléculas no debemos olvidar la
importancia de los antioxidantes. La funcién de estos es diferente dependiendo el
radical que producen y la molécula que protegen: impidiendo la formacién de ROS,

induciendo vias de sefalizacion o reparando el dafio oxidativo.
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Hay muchos antioxidantes que se obtienen de sustancias naturales que

ademas de haber demostrado ser utiles en la lucha contra el estrés oxidativo y las

enfermedades que éste puede producir también se utilizan como aditivos

alimentarios y para la produccién de nanoparticulas.

1.4.2 Tipos de antioxidantes

Aungue algunos antioxidantes se sintetizan en nuestro organismo

(enddgenos enzimdticos y no enzimaticos), otros los obtenemos a través de la

ingesta de determinados alimentos (exdgenos). La biodisponibilidad de estos

ultimos varia mucho en funcion de la forma en que se procesen los alimentos que

los contienen, la estructura de los antioxidantes, si son hidréfilos o lipéfilos, su

solubilidad y estabilidad, etc.

Tabla 1.3. Clasificacidn de los antioxidantes (elaboracidon propia).

Origen Nombre Mecanismo general
Superoxido
dismutasa
Catalasa Enzimas antioxidantes
Glutation
peroxidasa
, Acido alfa-lipoico Protege antioxidantes enddgenos
Enddgenos ) . .
Coenzima Q Protege metabolismo intracelular
Glutamina
Glicina Facilitan sintesis de enzimas antioxidantes
Prolina
Ferritina Quelantes de hierro y cobre, que facilitan la
Ceruloplasmina formacion de aniones hidroxilicos
Vitamina E Captador de radicales
Inhibe peroxidacion lipidica
Vitamina C Modula oxido-reducciones
Exdgenos | Carotenoides Inhiben oxidaciones diversas
Fenoles Captan radicales libres

Inhiben peroxidacion lipidica
Estimulan defensas antioxidantes
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1.4.2.1 Fenoles

Son los antioxidantes exdgenos de origen vegetal mas abundantes. Se
encuentran en variedad de frutas, verduras, cereales, etc., pero tienen como
caracteristica su mala y desigual absorcidn y su rapido metabolismo. Sus efectos
van a depender de su estructura quimica, su biodisponibilidad y su

metabolismo.

Los fenoles actian secuestrando radicales libres, inhibiendo a las enzimas
productoras de ROS (NOX e iNOS) y ayudando en la activacién las enzimas
antioxidantes (OD, CAT y GPX) (17). Poseen efectos vasodilatadores, mejoran el
perfil lipidico y atenuan la oxidacidn de las proteinas. Asi mismo, son capaces

de regular los procesos de apoptosis del endotelio vascular (18).

Los principales grupos de fenoles son: acidos fendlicos (derivados del
acido hidroxibenzoico o del dacido hidroxicindmico), estilbenos, lignanos,

alcoholes fendlicos y flavonoides (18).
1.5 El aceite de oliva y los fenoles

1.5.1 El aceite de olivay la dieta mediterranea

En los ultimos afios son muchos los estudios que se han llevado a cabo para
analizar los efectos de la Dieta Mediterranea sobre diferentes patologias, como la
enfermedad cardiovascular, los factores de riesgo de estas y, los mecanismos por los

que lo hace.

La dieta mediterranea, que es ampliamente reconocida como un “modelo de
dieta saludable”, contiene una gran variedad de cereales integrales y legumbres,
verduras y frutas frescas, aceite de oliva virgen extra (AOVE), frutos secos y semillas,
consumo moderado de carnes, pescados y productos lacteos y, cantidades
moderadas de vino. Cabe destacar que el AOVE es rico en dacidos grasos
monoinsaturados (AGMI), entre un 55 y un 83% del total de los acidos grasos de su

composicion.
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Entre los estudios mencionados fueron los PREDIMED los que aportaron gran
variedad de pruebas que respaldan la eficacia de la dieta mediterrdnea. Los
mecanismos moleculares que parecen favorecer estos resultados positivos a largo
plazo son: accion hipolipemiante, asi como la proteccidn contra el estrés oxidativo,

la inflamacidn y la agregacion plaquetaria (19).

En un subestudio de PREDIMED realizado por Estruch en el que estudid los
beneficios de la dieta mediterrdnea enriquecida con aceite de oliva y frutos secos,
obtuvo resultados tales como la reduccién de los niveles plasmaticos de proteina C

y los niveles de las moléculas de adhesion celular vascular (VCAM 1) (20).

Vessby et al. en el estudio KANWU de 2001, estudiaron el efecto de dos
dietas, una rica en dacidos grasos saturados y otra en AGMI, en sujetos sanos.
Observaron efectos positivos de la dieta de AGMI en las funciones de las células B

del pancreas y en la sensibilidad a la insulina (21).

Reduccion
obesidady

Reduccién sindrome metabolico
mortalidad

global

Reduccion
diabetes
Tipo 2

Disminucion
esirés
celular Dieta
Mediterranea Proteccion frente
a enfermedades
neurodegenerativas
Prevencién
enfermedad

cardiovascular

Reequilibro
Facilita microbiota
defensa intestinal
inmunitaria

Figura 1.13. Efectos beneficiosos de la Dieta Mediterranea (elaboracién propia).
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1.5.2 Fenoles del aceite de oliva

Si bien hemos visto que hay estudios que analizan los efectos del aceite de
oliva en conjunto, en los ultimos afios éstos se han ido centrando en las moléculas

bioactivas que lo componen, aunque éstas representen sélo el 2% del peso total.

Los fenoles son moléculas presentes en el AOVE, la mayor parte de ellas
liposolubles, fundamentalmente los derivados secoroideos. Pueden estar en forma
libre, unidos o esterificados. Se han identificado mas de 30 fenoles diferentes en el

AOVE v, los clasificamos segun su estructura quimica. (22)

o Los alcoholes fendlicos (o feniletanoides): Tienen en su estructura un grupo

hidroxilo unido a un grupo hidrocarbonado aromatico. Los principales son el
hidroxitirosol (HTyr), el tirosol (Tyr) y el oleocantal (Ole). Si bien el Htyr y el
Tyr estan presentes en el aceite de oliva fresco, su cantidad aumenta durante
el proceso de almacenamiento debido a la hidrdlisis de secoiridoides. En los
alcoholes fendlicos estan los fenoles mas importantes y activos del aceite de
oliva que son los mas lipdfilos, los derivados de la oleuropeina y del
ligustrésido, como son entre otros la oleacina y el oleocantal o sus formas

dialdehidicas. (22)

o Los flavonoides: Su estructura quimica son dos anillos de benceno unidos por

tres cadenas lineales de carbono. A través de la glicosilacién dan lugar a otros
compuestos dentro de este grupo: flavonas, flavonoles, flavanonas vy

flavanoles. (22)

o Los lignanos: Su caracteristica principal es la condensacién de aldehidos
aromaticos. Se concentran en la pulpa de las aceitunas y en la porcién lefiosa

de la semilla. (22)

o Los acidos fendlicos: Dentro de estos existen los derivados del acido

hidroxibenzoico y los derivados del 4cido hidroxicinamico. (22)

o Los hidroxiisocromanos: Estos compuestos se forman a partir de la reaccién

de HTyr con benzaldehido o con vainillina. (22)
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Figura 1.14. Principales fenoles del aceite de oliva virgen extra (elaboracion propia).

Tanto la absorcion como el metabolismo de los fenoles son complejos y
dependen de multiples variables como son las caracteristicas fisicoquimicas, el
grado de polimerizacidn glicosilacién, la solubilidad, etc., y puede sufrir variaciones

que generen moléculas nuevas con diferente funcidn y biodisponibilidad.

1.5.2.1 Tirosol

OH

HO

Podemos encontrar este compuesto fenélico biodisponible en humanos,
aunqgue el consumo de aceite de oliva que hayan hecho sea moderado; tiene
una vida media en el organismo de 2-4 horas. Sus metabolitos se encuentran

en mayor concentracion en el cuerpo que su forma libre. (22)

Puede generarse de forma enddgena a través de la oxidacion de la

tiramina, que se produce tras la descarboxilacidn de la tirosina.
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Durante la fase Il del metabolismo del Tyr puede producirse el 4’-O-sulfato
por sulfatacidn. Parece que este compuesto es beneficioso para el tejido

hepatico. (22)

El Tyr puede convertirse en HTyr en los microsomas hepaticos a través del

citocromo P450.

Hidrotirosol

OH

HO
OH

El HTyr y sus metabolitos de distribuyen por todo el organismo, aunque
de mayor manera en musculos, testiculos, higado, rifiones y cerebro. Como el
HTyr atraviesa la barrera hematoencefdlica se cree que ejerce un papel de

protector neuronal. (22)

La fase | del metabolismo del HTyr se realiza mediante el alcohol citosélico
no microsomal y las aldehidodeshidrogenasas (ADH y ALDH, respectivamente).
En la fase Il intervienen las sulfotransferasas (SULT), las uridinas 5'-
difosfoglucuronosil transferasas (UGT), la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y

las acetiltransferasas. (22)

Cuando la ingesta de HTyr es menor o igual a 1 mg/kg la via metabdlica
principal es la de glucuronidacion, pero, a medida que aumenta la dosis (100

mg/kg), es la sulfatacion la via predominante. (22)

La forma principal de eliminacién del HTyr es la renal, y ésta es completa

a las 6 horas.
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1.5.2.3 Oleocantal

El metabolismo del Ole es menos conocido que el del HTyr y el Tyr; esto
puede deberse a que su biodisponibilidad depende en gran medida de factores
bioldgicos y técnicos. El Ole resiste los acidos gastricos y permanece estable

hasta 2-4 horas dentro del estémago. (22)

Hay estudios que postulan que la hidrdlisis acida genera un 33% de HTyr
a partir de la cantidad inicial de Ole, asi como que cuando el Ole es degradado

en el intestino da lugar a HTyr. (22)

1.5.3 Tipos de aceite de oliva segun su produccion vy las diferencias en la

concentracion de fenoles

El reglamento de la Union Europea CEE N.2 2568/91 y su actualizacion
2019/1604, establecen las caracteristicas quimicas y sensoriales del aceite de oliva
que permiten clasificarlo en diferentes categorias: aceite de oliva virgen (AQV),

aceite de oliva virgen extra (AOVE) y aceite de oliva lampante (AOL).

El proceso de obtencidn del aceite de oliva comienza con la recoleccién de
las aceitunas. Es importante el momento de recoleccion, preferiblemente entre
finales de otofio y principios de invierno, antes de las primeras heladas. La razén es
gue en ese momento es cuando las aceitunas tienen el mayor nivel de acidos grasos

en la pulpa.

El método ideal de recoleccién es aquel que produce menos dafio a la oliva
y al olivo. De menor a mayor recomendacion estan el ordefo, la vibracién con

magquinaria y, el vareo.
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Los frutos recolectados se criban y limpian y se llevan a las almazaras. Alli
deben procesarse en las 24 horas siguientes a su recoleccién para evitar la pérdida

de calidad y propiedades del aceite.

Ahora es el momento de la molienda o molturaciéon. En los molinos se
rompen los frutos para que puedan soltar el aceite de su interior. La pasta seguira
su camino ahora a las batidoras. Aqui se movera la pasta continuamente de forma
lenta, permitiendo la malaxacién, la formacién de gotas de aceite de mayor tamafio
gracias a la agregacion. Suele durar alrededor de 20 minutos. Suele afiadirse agua
caliente a los circuitos para calentar la pasta con el fin de facilitar la extraccion de
aceite disminuyendo la viscosidad de este. Si no se afiade esta agua, hay que
aumentar el tiempo de batido con la consecuente pérdida en la concentracion de

fenoles de aceite de oliva (23).

A continuacion, entramos en la fase de la extraccion. En ella separamos el
aceite del resto de componentes contenidos en la pasta (agua, huesos, piel, ...).
Puede hacerse por presidon (aunque este método ya estd en desuso) prensando la
pasta, filtrdndola y decantandola; o, por centrifugacién. En esta ultima se centrifuga
la pasta y sera, la propia densidad de los compuestos la encargada de separar unos
de otros. Puede hacerse en tres fases, obteniéndose aceite, alpechin y orujo; y en
dos fases, aceite y alperujo (alpechin y orujo). Esta centrifugacion bifasica elimina el
uso de agua y el permite obtener un aceite de menor acidez y mayor contenido de

antioxidantes (24).

El filtrado es sumamente importante pues evita la presencia de sélidos en
suspension a la vez que reduce la humedad. Esto ultimo influye directamente en el

aumento de la calidad de los aceites de oliva (24).

El diagrama de flujo de las distintas operaciones que se realizan en cada uno

de los tres procesos de extraccidn de aceite de oliva se muestra en la figura 1.15.

Llega el momento del almacenamiento. Durante el mismo los compuestos
fendlicos de aceite de oliva sufren diferentes modificaciones debido a que se

producen reacciones oxidativas e hidroliticas. Estudios como el de Kotsiu y Tasioula-
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Magari mostraron que, si bien se observaba una disminuciéon de los derivados

secoiridoides, también encontraron un aumento en Tyr e HTyr (24).

Aunque hemos visto que el proceso de obtencidn del aceite de oliva influye
en su composicion, es igualmente importante lo que influye en la composicidon de
los frutos del olivo, las aceitunas. Esta, directamente relacionada con la
concentracion de fenoles, se ve influida por las caracteristicas del suelo, las
precipitaciones, la temperatura y la humedad. Asi mismo, se ve afectada por el area

geografica y, no sélo por factores genéticos de las plantas.

Procesamiento
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—

Separacion hojas Batido
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Figura 1.15. Representacion esquemdtica de los procesos de obtencion de los distintos subproductos de
la aceituna (elaboracion propiay).

Algunos de los ingredientes afiadidos van desde las hierbas aromaticas a
las frutas y especias. Pueden agregarse en forma de infusién, de extractos de
aceites esenciales (ambas después de la extraccion) o, mediante la coextraccion
(se afiaden estos componentes a la pasta de aceituna durante la molienda o antes

de la malaxacion) (24).

La otra opcidn se centra en los primeros pasos de la elaboracién. Cuando
se hace la limpieza y el cribado de las aceitunas, se separa tanto la piel como el

hueso de lo que es la pulpa de la oliva. Se producira la pasta sélo con la pulpa y
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luego ésta puede deshidratase o no, con el fin de desgrasarla antes de volver a
extraer el aceite. Asi conseguiremos una mayor concentracion de fenoles. El

proceso puede hacerse con o sin uso de pulsos eléctricos.
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2

JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

El aceite de oliva es el principal producto obtenido de la aceituna y su
produccién y comercializacidn es el pilar del sector oleicola. La produccion y calidad
del aceite de oliva ha mejorado en las ultimas décadas con el desarrollo de
procedimientos de molturacion de aceituna entera -con hueso- en centrifugadoras
continuas (de dos y tres fases) que han sustituido al tradicional proceso de prensado

(25).

El principal problema medioambiental y econémico es la enorme cantidad de
subproductos que se originan en la produccidn de aceite. Aproximadamente 5 kg de
aceitunas generan 1 litro de aceite y mas de 4 kg de subproductos, lo que supone
millones de toneladas de residuos dificiles de almacenar y costosos de procesar o

tratar para reducir su toxicidad (26).

Aunque el interés del sector agrario por reutilizar los residuos no utilizados en
la produccion de aceite de oliva virgen extra (AOVE) y aumentar la eficiencia del
proceso de obtencién del AOVE es importante, es necesario tener en cuenta que este
aceite tiene una serie de beneficios demostrados para la salud, por lo que, si se
modifican los procesos de extraccion y manipulacion de las aceitunas, es obligatorio

comprobar que el resultado final conserva estas propiedades beneficiosas (27,28)

Estd ampliamente demostrado que la incorporacién de AOVE a la dieta,
principalmente la de tipo mediterraneo, es un elemento clave para comprender los

beneficios de este tipo de dieta (27,28).

Tanto experimentalmente como en humanos, se ha demostrado que el AOVE
previene la aparicidon de eventos cardiovasculares, algunos tipos de cancer e incluso
el sindrome metabdlico. Estos efectos del AOVE se han atribuido principalmente al
contenido de compuestos polifendlicos, principalmente alcoholes (hidroxitirosol,
tirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol) y triterpenoides (acido oleandlico, acido maslinico y

acido ursodlico), entre otros (5,6). Se han realizado numerosos estudios sobre estos
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compuestos y sus asociaciones, postulandose la posibilidad de una sinergia entre

ellos (29-31).

Asimismo, el efecto de estos compuestos estd relacionado con su efecto
antioxidante y antiinflamatorio, derivando de éstos los efectos demostrados en

diversos aspectos de la bioquimica y el funcionalismo celular (32).

Entre las complicaciones microvasculares de la diabetes mellitus, se encuentra
la nefropatia y la retinopatia. La enfermedad renal crénica es una de las
complicaciones que aparecen en la evolucién de la diabetes mellitus, especialmente
cuando el control glucémico es inadecuado (33,34). Mas del 25-40% de los pacientes
con diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2 padecen nefropatia tras 20-35 afios de evolucion
de la enfermedad(35). Las principales caracteristicas clinicas de la nefropatia
diabética son el aumento de la excrecién urinaria de albumina (2300 mg/dia), la
disminucion de la tasa de filtracion glomerular y el deterioro progresivo de la funcidn
renal que, en ultima instancia, conduce a la insuficiencia renal terminal (36). Las vias
bioquimicas implicadas en el desarrollo de la nefropatia diabética son complejas e
interactlan entre si, pero se acepta que un elemento importante en la fisiopatologia
de esta complicacion de la diabetes mellitus es la generacién de radicales libres
derivados del oxigeno (estrés oxidativo) y de dxido nitrico (estrés nitrosativo) (37). El
estrés oxidativo y nitrosativo, inducido por la hiperglucemia mantenida, puede dafar
directamente las células endoteliales, los podocitos y las células mesangiales (38); por
otra parte, los radicales libres derivados del oxigeno activan vias bioquimicas
inflamatorias, profibroticas y del factor de crecimiento intersticial (33), remodelando
asi la morfologia y la funcién glomerulares; También estimulan la produccion de
mediadores vasoconstrictores, como el tromboxano A2, y disminuyen la de

mediadores vasodilatadores, como la prostaciclina (39).

Algunos estudios han puesto de manifiesto la relacidon existente entre
nefropatia y retinopatia, en el sentido de que son complicaciones que evolucionan de

forma paralela (40).
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Nuestro grupo de investigacion ha observado que algunos fenoles del AOVE
disminuyen las complicaciones renales y retinianas de la diabetes mellitus tipo 1 en

modelos experimentales con animales (10,41,42).

En un modelo experimental de diabetes mellitus en ratas, utilizado en el
presente estudio, se ha confirmado el efecto nefroprotector del hidroxitirosol y del
3'4'-dihidroxifenilglicol (10,41), dos fenoles presentes en el AOVE. Recientemente se
ha postulado que los triterpenos del AOVE pueden tener un efecto beneficioso sobre

diversas afecciones cardiovasculares (43).

Basdndose en la importancia del estrés oxidativo en la evolucion de la
nefropatia diabética, se ha postulado el uso de antioxidantes para prevenir la
aparicion y/o evolucion de esta complicacidn, sin olvidar que el control glucémico es
el principal elemento preventivo de las complicaciones de la diabetes mellitus (44—
46). Nuestro grupo de investigacién establecié que la reduccion del estrés oxidativo y
el incremento de la prostaciclina disminuian la progresién de la retinopatia en un

modelo de diabetes mellitus experimental (42).

En definitiva, en los Ultimos anos se ha estudiado el efecto de estos fenolesy su
asociacién en diversos aspectos de las complicaciones de la diabetes mellitus, como
uno de los principales factores de riesgo cardiovascular (10,41,45,47,48), por lo que
nos propusimos evaluar en este modelo experimental distintos aceites de oliva, en
virtud del procesamiento de la aceituna: el aceite de semillas de olivo, el aceite de
oliva procedente de aceitunas deshuesadas (muy similar al AOVE) y el aceite de oliva

procedente de aceitunas deshuesadas y deshidratadas.
2.2 Hipodtesis

La distinta composicidn en fenoles y triterpenos de aceites de oliva, obtenidos
mediante diferente procesamiento de las aceitunas, condicionara su efecto sobre la
posible prevencion de las complicaciones renales y retinianas en un modelo

experimental de diabetes mellitus tipo 1.
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2.3 Objetivos

Por todo el razonamiento anterior, nos planteamos el presente estudio con los

siguientes objetivos:

Objetivo principal

Evaluar el posible efecto del aceite de semilla de aceituna y del aceite de oliva
deshuesado y deshidratado, en comparacién con el aceite de oliva virgen extra
(aceite de aceituna deshuesada), sobre las complicaciones renales y retinianas

en un modelo experimental de diabetes mellitus.

Objetivos secundarios

- Analizar el mecanismo de accién implicado en el posible efecto beneficioso de
los distintos aceites sobre el dafio renal y retiniano inducido por el modelo

experimental de diabetes mellitus tipo 1.

- Valorar la posible correlacién entre parametros bioquimicos de dafio y las

alteraciones a nivel histolégico, tanto a nivel renal como retiniano.

- Analizar si la retinopatia se correlaciona con parametros bioquimicos e

histoldgicos de daiio renal.

- Evaluar si la distinta composicidon de estos aceites podria explicar las posibles

diferencias observadas sobre el efecto protector a nivel renal y retiniano.
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3 METODOLOGIA

Dentro de la linea de investigacion traslacional sobre los fenoles del aceite de oliva,
en estos Ultimos afios, hemos investigado sobre los efectos de aceites de oliva obtenidos
por procedimientos eleotécnicos distintos a los convencionales. La idea es comprobar si
los cambios en el procedimiento para obtener el aceite de oliva contribuyen a una
composicion distinta, cuyas propiedades pueden mejorar al aceite de oliva obtenido por

métodos tradicionales.
3.1 Diseno del estudio

En este sentido, hemos disefiado un estudio preclinico “ex vivo”, basado en el
modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1, descrito por nuestro grupo de

investigacion (41).

Este modelo experimental permite evaluar las complicaciones microvasculares

de la diabetes, objeto del estudio.

Nos hemos centrado en las complicaciones microvasculares de la diabetes
mellitus tipo 1: nefropatia y retinopatia, dado que son complicaciones crdnicas que

deterioran la calidad de vida de nuestros pacientes.
3.2 Animal de experimentacion

El estudio se realizé siguiendo las directrices de la Declaracion de Helsinki, la
Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica y fue aprobado por el Comité de Etica de la
Experimentacion de la Universidad de Malaga (Ref. CEUMA31-2018-A) y la Consejeria
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible, Junta de Andalucia (Ref.
9/07/2019/124). En todo momento, los animales se utilizaron de acuerdo con la
legislacién espaiola vigente para el cuidado, uso y alojamiento de animales (EDL
2013/80847, BOE-A-2013-6271). Se siguieron las recomendaciones de la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH publicacion n2 86-23, revisada en

1985), asi como la Ley Espafiola de Proteccion Animal, en su caso.
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Se utilizaron un total de 50 ratas Wistar, adquiridas en el Centro de
Experimentacién Animal (CECA) de la Universidad de Malaga. El peso inicial de los
animales fue de 200-220 g, y fueron alojados en el CECA durante un periodo de
cuarentena de siete dias. Transcurrido este tiempo, los animales fueron identificados
y alojados individualmente durante toda la duracion del estudio. El animal diabético
debe mantener unas condiciones higiénicas y de alojamiento ideales para evitar
cualquier problema o sufrimiento innecesario. Siempre se controld la ingesta de agua
(sin restricciones) y de alimento (sin restricciones), para evaluar si se producian
cambios en los habitos alimentarios relacionados con el estado diabético o con la

administracién de los aceites objeto de estudio.

El nimero de animales incluidos en cada grupo de tratamiento fue calculado en
base a las diferencias observadas a dos biomarcadores de dafios renal: excrecion
urinaria de proteinas y volumen glomerular (parametros bioquimico e histoldgico,
respectivamente) Intentamos reducir en la medida de lo posible el nimero de
animales utilizados por grupo de tratamiento, utilizando siempre el minimo
necesario. De hecho, el nimero de animales en nuestro estudio no es elevado
comparado con otros estudios presentes en la bibliografia sobre Diabetes Mellitus en
ratas. Se realizo el calculo del tamafo muestral en base a una diferencia porcentual
sobre los parametros antes mencionados en animales diabéticos tratados frente a los
no tratados, asimismo una reduccién porcentual del 30% para ambos parametros. Lo
gue supuso un numero de animales por grupo=10 (incluyendo una tasa de reposicién
del 10%). Ningun animal fallecié durante el experimento ni se le tuvo que aplicar

criterio de punto final.

Las ratas Wistar son una de las especies mas utilizadas en la investigacién
basica. Concretamente, nuestro grupo de investigacion ha desarrollado el mismo

modelo experimental en otros proyectos.

La realizacion de un modelo experimental de diabetes permite la reproduccién
de la inflamacién vascular y microangiopatia que se observa en pacientes con

diabetes. Esto permite evaluar una serie de biomarcadores de dafios vascular,
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cerebral, renal y en retina, que posibilita la identificacion de posibles dianas

terapéuticas.

Todos los animales fueron tratados por personas con amplia experiencia en el
tratamiento animal y con acreditacion para el manejo de animales de
experimentacion, y se redujo en todo momento el sufrimiento que se pudiera generar
por los procedimientos utilizados, minimizando el nimero de manipulacion de los
animales. Otras formas de minimizar el estrés animal fue favorecer el ambiente en
qgue dichos procedimientos se llevaron a cabo. Los animales fueron tratados sobre
manta térmica para mantener la temperatura corporal dptima, y se minimizaron los
focos de ruido. Para manipular a los animales se utilizaran accesorios (zapatillas, cajas)
para que se cobijaran en ellos y solo se manipularan cuando el procedimiento asi lo

requiera.

Ademas, de forma diaria se controld la comida y agua ingerida y se evalua el
aspecto del animal. Semanalmente se administré por via s.c. una o mas dosis de

insulina (segun control glucémico), en el caso de grupos de animales diabéticos.

Diariamente se comprobaron los siguientes signos y sintomas en el animal de

experimentacion:

e Presencia de disnea o hemorragia o estupor o caquexia fueron considerados
criterios de punto final.

e Presencia de secreciones anormales o aumentadas (no=0 puntos; si=1
punto); actitud de aislamiento o agresividad frente a congéneres y/o
investigador (no=0 puntos; si=1 punto); diarrea (no=0 puntos; si=1 punto). En
caso de alcanzar 2 puntos, se habria aplicado el criterio de punto final.

e Encasode hiperglucemias continuadas durante 3 dias consecutivos, se habria
aplicado criterio de punto final, segin recoge las buenas practicas

veterinarias.

Para la administracion del tratamiento hemos optado por la canulacién

orogastrica.
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Ademas, para la medicidn de la glucemia rasurabamos un area pequefia del
pelo de la extremidad inferior del animal para asegurar la obtencién de la gota de
sangre. También usamos material para reducir el estrés del animal (enriquecimiento)

como zapatillas, tubos de cartdn..., considerados lugares de cobijo.

No pudimos prescindir de la jaula metabdlica puesto que necesitdbamos una

muestra de orina de 24 h.

Tras finalizar el periodo de tratamiento, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sddico, tras asegurar que el animal no reacciona a estimulos externos
procedimos a la exanguinacidon y extraccion de los dérganos objeto del estudio.
Posteriormente y por tratarse de un procedimiento de sin recuperacién, los animales
fueron decapitados con guillotina, como establecen los protocolos de actuacién en

este tipo de experimentacion.

Figura 3.1. Rata cepa Wistar macho del CECA.
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Figura 3.2. Sala Centro de Experimentacion del CECA de la UMA.

3.3 Grupos Experimentales

Los animales del estudio se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes

grupos experimentales (10 ratas/grupo):

e Ratas sanas no diabéticas (NDR). Sirvieron de control para las variables

determinadas en condiciones normoglucémicas. Los procedimientos de
administraciéon de cualquier tipo de sustancia difirieron de los demas grupos
Unicamente en que en este caso se administrd soluciéon salina fisioldgica
como placebo.

e Ratas diabéticas de control (RD). A estos animales se les indujo una diabetes

experimental (véase mas adelante), no se les administré ninguno de los
aceites del estudio, sélo insulina, con el objetivo de reducir la mortalidad
debida a una hiperglucemia excesivamente elevada.

e Ratas diabéticas tratadas. Una vez comprobada la presencia de diabetes en

cada animal, se les administraron los aceites objeto de estudio:
» Aceite de aceituna deshuesada (AD, equivalente a un AOVE), a
una dosis de 0,5 mL/kg/dia, mediante canulacién orogastrica,

durante dos meses.
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» Aceite de semillas de oliva (AS), a una dosis de 0,5 mL/kg/dia,
mediante canulacién orogastrica, durante dos meses.
* Aceite de oliva deshuesado y deshidratado (ADD), a una dosis de
0,5 mL/kg/dia, por canulacién orogastrica, durante dos meses.
Cada uno de los aceites se administré una vez al dia, siempre a la misma hora,
durante 2 meses, incluyendo el dia de finalizacién del seguimiento y recogida de las

muestras biolégicas.

La dosis administrada de los aceites se eligié basandose en la utilizada en
estudios en humanos con AOVE (40-50 mL/dia), es decir, aproximadamente 0,5

mL/kg/dia en personas de 75-80 kg de peso corporal (27,49).
3.4 Induccidn a la diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus se indujo mediante la administracion de estreptozotocina
(40 mg/kg) en una Unica dosis intraperitoneal. La estreptozotocina es un antibidtico
gue provoca la destruccidn de las células B en los islotes pancreaticos y se utiliza
experimentalmente para producir un modelo de diabetes mellitus tipo 1 (50). Un
animal se clasificd como diabético si su glucemia, medida con un medidor de glucosa
FreeStyle (Laboratorios Abbot S.A., Madrid, Espaiia) utilizando sangre obtenida de la
puncion en la extremidad inferior del animal, era de 200 mg/dL durante dos dias
consecutivos. Para reducir la mortalidad de los animales diabéticos debida a niveles
de glucosa en sangre demasiado elevados, se administraron por via subcutanea de 4
a 6 Ul/dia de un analogo de insulina de accién prolongada (Levemir®, Novo Nordisk

A/S, Bagsvaerd, Dinamarca).
3.5 Compuestos del estudio

Se utilizaron tres tipos de aceite, todos ellos procedentes de aceituna de la
variedad Picual, obtenidos y procesados en la empresa Emilio Vallejo S.A.
(Torredonjimeno, Jaén, Espafia). El procedimiento seguido desde la recoleccion de

las aceitunas fue el siguiente (Figura 3.3):
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OLIVAR

ACEITUNAS

DESHUESADO
ACEITUNA ENTERA

PULPA DE ACEITUNAS DESHUESADA

DESHUESADAS

SEMILLA
DESHIDRATADO
PRENSADO PRENSADO

ACEITE DE ACEITUNAS ACEITE DE SEMILLA ACEITE DE ACEITUNA

DESHUESADAS DE OLIVO DESHUESADA+DESHIDRATADA

Figura 3.3. Esquema bdsico de los procedimientos para la obtencion de los tres tipos de aceites

(elaboracion propia).

- Aceite de aceituna deshuesada (AD)

Se ha obtenido a partir de aceitunas de la variedad Picual que fueron
deshuesadas, y posteriormente sometidas a un método de procesado
mediante el sistema de extraccién en frio en dos etapas. El proceso incluye
separacion de hojas y palos, molturacién, batido, prensado de la pasta
obtenida, lavado con agua, decantacion y obtencién del aceite de oliva final.
Este procedimiento se llevé a cabo en la empresa Emilio Vallejo S.A.

(Torredonjimeno, Jaén).

- Aceite de semilla de aceituna (AS)

Se obtuvo mediante extracciédn mecdnica por prensado en frio tras la
fragmentacion y secado de las semillas de hueso de aceituna y la fase de
secado, tal como se describe en la patente 2389816 (51). A continuacién se
describe brevemente, en una primera etapa se clasifican las aceitunas enteras
por tamafio, en una segunda etapa se llevan a una deshuesadora que parte el
hueso sin dafiarlos, en una tercera etapa se llevan a un separador de
clasificacién que separa las pepitas o granos de la cascara, en una cuarta fase,

pasan por un clasificador de vision artificial que descarta todas las pepitas
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defectuosas, en una quinta fase, las pepitas se someten a un secado suave
para dejarlas con la humedad necesaria para su posterior procesado, en una
sexta fase, se someten a un prensado en frio en una prensa continua, en una
séptima fase, se filtra el aceite obtenido. Este procedimiento se llevé a cabo

en la empresa Acer Camprestres S.L. (Castillo de Locubin, Jaén, Espaia).

- Aceite de oliva deshuesado y deshidratado (ADD)

Para obtener este aceite, las aceitunas se limpian, se deshuesan vy, a
continuacién, se deshidratan a una temperatura no superior a 40°C.
Finalmente, la pulpa deshidratada se centrifuga en continuo para obtener el
aceite final. El procedimiento estd descrito por Olmo-Garcia et al. (52). El
proceso comprende las siguientes etapas (a) obtencién de la pulpa de
aceituna; b) deshidratacién de la pulpa de aceituna, obteniéndose pulpa de
aceituna deshidratada; c) molturacién de la pulpa de aceituna deshidratada,
obteniéndose polvo de aceituna deshidratado seco; d) obtencidén de aceite
de oliva a partir del polvo de aceituna deshidratado seco. Este
procedimiento se llevd a cabo en la empresa Acer Camprestres S.L. (Castillo

de Locubin, Jaén, Espaia).

La tabla 3.1 (a y b) muestra la composicidon de los tres tipos de aceites

administrados a los animales de experimentacion.

La composicion en acidos grasos del aceite se analizd mediante extraccién
simultanea del aceite y metilacion de los acidos grasos de los aceites extraidos. Se
utilizé una cromatografia de gases (método isocratico) y liquidos (GLC) PerkinElmer
Clarus 600 GC (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EE. UU.). La CGL estaba equipada con
una columna capilar BPX70 de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de
espesor de pelicula (SGE Analytical Science Pty, Ltd., Ringwood, Australia). El
inyector dividido y el detector de ionizacion de llama se mantuvieron a 300 °Cy se

utilizé hidrégeno como gas portador (0,8 ml/min).

La determinacién de alcoholes alifaticos, esteroles y dialcoholes triterpénicos

(eritrodiol y uvaol) se realizé siguiendo el Reglamento europeo EEC/2568/91 para
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aceite de oliva y aceite de orujo (53). La solucién se inyectdé en un sistema de
cromatografia de gases Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) equipado
con un detector FID. La columna analitica fue una columna HP-5 (5%-fenilo, 95%-
dimetilpolisiloxano) (30 m x 0,32 mm de diametro interno, 0,25 um de espesor de

pelicula).

La concentracion de acidos triterpénicos se determind por el procedimiento
descrito por Pérez-Camino y Cert. (54), utilizando el mismo equipo de GC

mencionado anteriormente.

Los tocoferoles se evaluaron mediante el método 2.432 de la IUPAC (55) Las
composiciones de ceras y escualenos se determinaron segun el Reglamento Europeo
EEC/183/9323 (56) mediante separacién en una columna cromatografica de gel de
silice 60 (70-230 mesh ASTM) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Las
concentraciones de compuestos polares se determinaron segin Marquez-Ruiz et al.
(57). La solucidn final se inyecté en un sistema HPLC Hewlett-Packard serie 1050
equipado con un detector de indice de refraccién (LaChrom L-7490 Merck). Se utilizé

una columna de gel PL de 100 A (5 pm) (Agilent).

La determinacion de la acidez libre y del indice de perdxido (PV) se llevé a cabo
segln los métodos oficiales descritos en el Reglamento de la Comunidad Europea
EEC/2568/91.21 Los resultados se expresaron como porcentaje de acido oleico. El
indice de perdxidos se expresd en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo

de aceite (mEq O/kg aceite).
a. Fenoles:

Las muestras de aceite se extrajeron siguiendo el método de Vazquez-
Roncero et al. (1973) (58), en el que se pesaron 10 g de aceite en un matraz
y se disolvieron en 50 mL de hexano. Se realizaron tres extracciones liquido-
liguido utilizando 20 mL de una mezcla de metanol: agua (60:40 (v/v)).
Posteriormente, cada mezcla se homogeneizd utilizando un mezclador digital
Ultra Turrax IKA T25 durante 60 segundos a 1000 rpm. A continuacion, las

dos fases formadas se separaron por centrifugacién durante 20 minutos a
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21°C y 3779 x g en una centrifuga Sorvall RT 6000 D. Finalmente, cada
fraccidn se fusiond y se concentro para secar al vacio a 40°Cy se almacend a

-20°C hasta su analisis.
b. Andlisis de compuestos fendlicos totales e individuales

El contenido en compuestos fendlicos totales se determind por el
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por Obied et al.
(2007) (59). Las medidas finales se expresaron como gramos de equivalentes

de acido gdlico por kilogramo de muestra.

Los compuestos fendlicos individuales se determinaron mediante una
metodologia previamente optimizada y validada utilizando un sistema HPLC
1100 de Hewlett-Packard acoplado a un detector de matriz de fotodiodos
(DAD). Brevemente, la separacion de los compuestos fendlicos se realizé en
una columna Teknokroma Tracer Extrasil OSD2 (5 um, 25 mm x 0,46 mm x
2,1). El volumen de inyeccion fue de 20 pl con automuestreador Agilent serie
1100, y el caudal se fijé en 1 mL/min. La separacién se logré utilizando el
disolvente A (agua Milli-Q, pH 2,5 ajustado con 20 mM de TFA) y el disolvente
B (acetonitrilo). El gradiente de elucién se programé como sigue: 0-3 min,
0% B; 3-16 min, 0-12% B; 16-16,5 min, 12-16% B; 16,5-21min, 16% B; 21-25
min, 16-20% B; 25-30 min, 20% B; 30-31 min, 20-100% B; 31-34 min, 100%
B; 34-39 min, 0% B. Los compuestos fendlicos individuales se identificaron
comparando sus tiempos de retencion y espectros UV/Vis con los de

patrones comerciales a 240, 280 o 340 nm de longitud de onda.
c. Compuestos estandar

Para este trabajo, el 3,4-dihidroxifenilglicol se obtuvo de Sigma-Aldrich
(Deisenhofer, Alemania). El tirosol se obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza) y el
hidroxitirosol se obtuvo de Ex-trasynthese (Lyon Nord, Geney, Francia). El
acido gdlico, el acido trifluoroacético, la antrona, la glucosa, el reactivo
fendlico de Folin-Ciocélteu, el acido vanilico, el ligstrésido y la oleuropeina

se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El acetonitrilo (grado
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HPLC), el hexano y el acido sulfurico (H2S04) se adquirieron a Panreac

Quimica S.A. (Barcelona, Espaia). El agua ultrapura se obtuvo utilizando un

sistema de agua Milli-Q (Millipore, Milford, MA, EE. UU.).

Tabla 3.1 (a). Composicion de los tres tipos de aceites.

Aceite de aceituna Aceite de
R Aceite de semilla desht'Jesada y aceituna
(AS) deshidratada deshuesada
(ADD) (AD)
Acidez (%) 28.42+1.21 0.11+0.01 0.11+0.01
Perdxidos (mEqO2/kg) 4.02 £0.70 10.22 £1.12 9.05 £0.01
K270 1.42 £ 0.04 0.15+0.01 0.16 £0.01
K232 2.58+0.04 1.5540.03 1.74+0.03
Delta K 0.02 +0.00 <0.01 <0.01
51 esiares (i) 3897 + 27 1242 1442
Ethil palmitato (mg/Kg) 432+6 4+0 6+1
Ethyi oleato (mg/kg) 3852 + 11 6+1 71
Waxes (mg/kg) 289+4 45+2 32+1
Acidos grasos
Miristico (%) 0.03 +0.00 0.01 +0.00 0.01 +0.00
Palmitico (%) 10.20 £ 1.02 12.92+1.11 11.58+0.79
Palmitoleico (%) 0.26 +0.01 1.22 +0.04 1.1+0.05
Margarico (%) 0.08 £ 0.00 0.05 +0.00 0.05 +0.00
Margaroleico (%) 0.08 +0.00 0.08 £0.00 0.07 +0.00
Estearico (%) 3.20 £ 0.40 2.48 £0.71 2.95+0.55
Oleico (%) 72.45 +2.32 78.05 + 3.54 77.59 +2.98
Linoleico (%) 15.07 +£2.18 4.01+0.55 4.52£0.72
Linolénico (%) 0.17 £0.02 1.02 £ 0.04 0.91 +0.03
Aréquico (%) 0.49 +0.01 0.35+0.01 0.32£0.01
Eicosanoico (%) 0.68 +0.02 0.15+0.01 0.21+0.01
Benénico (%) 0.35+0.01 0.12+0.01 0.15+0.01
Lignocérico (%) 0.22 +0.01 0.09 £0.01 0.07 £0.00
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Tabla 3.1 (b). Composicion de los tres tipos de aceites.

Aceite de aceituna Aceite de
, Aceite de semilla deshuesaday aceituna
Parametro .
(AS) deshidratada deshuesada
(ADD) (AD)
Esteroles
Esteroles totales (mg/kg) 3548 + 23 1428 + 18 1227 +12
Colesterol (%) 0.2+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
Brasicasterol (%) <0.1 <0.1t <0.1
Estigmasterol (%) 43+0.1 2.4+0.1 2.9+0.0
B-Sitosterol (%) 1.7+0.2 0.9+0.1 0.5+0.0
D7-estigmastenol (%) 92.0+4.1 96.4+3.2 93.2+3.0
Eritrodiol+Uvaol (%) 1.4+0.1 0.3+0.0 0
Acidos triterpénicos totales 11400 36+0.1 02400
(mg/Kg)
Oleandlico (mg/kg) 97.82 +6.32 845.21 + 16.80 122.1 +5.07
Maslinico (mg/Kg) 33.52+2.20 261.04 + 10.84 37.59+2.12
Ursélico (mg/kg) 62.3+1.95 574.72 +14.01 80.53 +2.30
Hynenies e demill 2.01+0.02 9.45+0.10 4.02 +0.09
(mg/Kg)
Pigmentos de Carotenoides 12.1+0.70 32.84+1.02 31.66 + 1.58
(mg/Kg) - ~ -
Escualeno (mg/100g) 8.57+0.12 7.44 +0.23 8.95+0.17
Tocoferoles (mg/Kg) 23.12 + 1.60 594.32 +24.51 388.05 + 32.87
Esteroles totales (mg/kg) 22.6+0.80 421.16 +12.75 388.04 + 14.60

Fenoles

Fenoles totales (ppm)

480.16 + 17.65

752.15 +23.15

722.61 +20.07

3,4-dihidroxifenilglicol 0.12 £0.01 1.32+0.02 1.17 £0.02
Hidroxitirosol (HT) 21.17+0.38 12.14+0.44 8.01+0.22
Tirosol 17.20+1.02 12.07+1.33 452+1.74
Acido vanilico 5.17 + 0.40 0 0

HT acetato 0 14.15+0.55 0
Nuzenida 32.14+2.16 7.12+0.75 0
Derivados de oleuropeina 1 32.18 + 1.89 0 0
Derivados de oleuropeina 2 29.35+1.10 28.74+2.21 52.94 £ 4.50
Derivados ligustrdsidos 0 57.09 +3.18 62.15+2.33
Sum 137.58 £+ 4.65 132.63+7.52 128.91 + 8.45
Potencial de HT (ppm) 52.15 33.05 27.60

% aproximado del potencial 0.0052 0.0033 0.0028

de HT
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3.6 Obtencidn de muestras

El dia 58 del periodo de seguimiento, los animales se colocaron en jaulas
metabdlicas individuales (Tecniplast S.p.A., Buguggiate, Italia) durante 24 h,
recogiendo orina durante este periodo. Las muestras se centrifugaron a 3500 x g

durante 10 min a 4°C, dividiendo la muestra en alicuotas y congelandolas a -80°C.

El dia 60 de seguimiento, tras un periodo de ayuno de 12 h, se anestesié a los
animales con pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.) y se extrajo sangre de la
bifurcacion de las arterias iliacas. Posteriormente, se perfundid una solucion salina
isotonica a 37°C. Los animales fueron decapitados y se obtuvieron las siguientes

muestras bioldgicas:

- Se obtuvo suero de sangre no anticoagulada tras centrifugacion y separacion

de las alicuotas, que se congelaron a -80 °C.

- Tejido renal. Se procesé el rifidn derecho para su posterior analisis histoldgico,
y el rifidn izquierdo para la determinacién de variables bioquimicas. A partir del
rindn izquierdo, se aisld la corteza renal y se homogeneizd en solucién salina
tamponada con fosfato 50 mM, pH 7,0 (1/15 p/v), y luego se centrifugd a
13.000xg durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se dividié en dos partes. El

sobrenadante se dividié en alicuotas y se congelé a -80 °C.

- Se enuclearon ambos ojos y se sumergieron en suero fisiolégico hasta su

procesamiento que se efectud en las dos horas siguientes (ver mds adelante).

- Orina de 24 horas como se ha descrito anteriormente.

Figura 3.4. Jaula metabdlica modular de Tecniplast.
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3.7 Variables analizadas

Reactivos utilizados: Kits colorimétricos: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), capacidad antioxidante total (TAC) (Cell Biolabs Inc., Bionova Cientifica S.L.,
Madrid, Espaia) y glutatién reducido (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Kits de
inmunoensayo enzimadtico: 3-nitrotirosina, 8-iso-prostaglandina F2a (8-
isoprostano), 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (Cell Biolabs Inc., Bionova Cientifica S.L.,
Madrid, Espafia), 11-dehidro-tromboxano B2 y 6-ceto-prostaglandina Fla (Cayman
Chemical Co., Ann Arbor, MI, EE. UU.). El resto de los reactivos utilizados se

obtuvieron de Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO, EE. UU.).
3.7.1 Bioquimica sérica vy urinaria

Los parametros bioquimicos, que constituyeron los perfiles renales y las
concentraciones de glucosa, se analizaron con el autoanalizador Atellica® CH de

Siemens Healthineers (Erlangen, Alemania).

El aclaramiento de creatinina (mL/min/kg de peso corporal) se calculd
utilizando la férmula descrita por Giribabu (66), de la siguiente manera:
creatinina en orina (mg/dL) x volumen de orina (mL)/creatinina sérica (mg/dL) x

1000/ peso corporal (g) x 1/1440.

3.7.2 Estrés oxidativo y nitrosativo

Como indice de la concentracion de perdxido lipidico en suero y tejido
renal, se cuantificé la determinaciéon de sustancias reactivas al &acido
tiobarbiturico, ya que el malondialdehido es el principal producto de esta
reaccion. Se determind la concentracién urinaria de 8-isoprostano para la
cuantificacion global del estrés oxidativo (67). Como indice del dafio del ADN
inducido por el estrés oxidativo, se cuantificé la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. La
defensa antioxidante se midié mediante las concentraciones séricas y renales de
glutation, la actividad de la enzima glutation peroxidasa y la capacidad
antioxidante total. Como indice del estrés nitrosativo (formacion de

peroxinitrito), se midieron las concentraciones de 3-nitrotirosina en suero y
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3.7.3

3.7.4

tejido renal. Todos estos parametros se midieron segun el protocolo del

fabricante.

Eicosanoides

La produccién de tromboxano y prostaciclina se cuantific6 mediante la
determinacion de las concentraciones urinarias de sus principales metabolitos
11-dehidrotromboxano B2 y 6-keto-prostaglandina Fla, respectivamente, segln

el protocolo del fabricante.

Andlisis morfométrico renal

El rifidn se fijé en formol al 10%, obteniéndose secciones de 5 um, y se
tind con hematoxilina y eosina y acido periddico de Schiff (PAS), segun los
métodos rutinarios de laboratorio. Las secciones tefiidas se analizaron con un
sistema de analisis de imagenes (Olympus BX-UCB, con software VS-ASW FL,
Hamburgo, Alemania). Para realizar el analisis cuantitativo se utilizé el programa
QuPach-0 y el programa FlJI ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

El volumen glomerular (VG) se calculd segun Lane et al. (60).

VG = 3/2 (AG) x B/d

Donde AG es el area glomerular, B es un coeficiente adimensional de
forma (B = 1,0 para esferas perfectas) y d es un coeficiente de distribucion de

tamafio que ajusta las variaciones en el tamafio glomerular.

Para calcular la tasa de glomeruloesclerosis (GMR), se utilizaron secciones
tefidas con PAS (50 glomérulos/seccién). Tras evaluar el area de cada glomérulo,
se cuantificd la superficie PAS-positiva mediante andlisis de imagen utilizando la

formula:

GR = [PAS (+) A (um?) / AG (um?)] x 100

Donde GR es el porcentaje de area glomerular con superficie tefida con
PAS (+); PAS (+) A: drea ocupada con material en un glomérulo; AG: area de un

glomérulo.
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3.7.5 Analisis morfométrico retiniano

Tras extraer los globos oculares y limpiarlos con solucién salina, se fijaron
en una solucion de formaldehido al 10% durante 48 h agitandolos suavemente a
temperatura ambiente. A continuacion, se fijaron e incluyeron en parafina segun
un protocolo convencional y se seccionaron con un micrétomo rotatorio HM 325
(Leica Biosystems, Nussloch GmbH, Alemania). Las secciones se cortaron con un
grosor de 7 um comenzando por la zona posterior a nivel del nervio dptico. Los
estudios morfométricos se realizaron en imdgenes de 40x. Tras la
desparafinacién y la tincidn con hematoxilina-eosina, dos observadores
independientes realizaron estudios cuantitativos de los cortes histoldgicos a
ciegas para registrar los siguientes parametros: (1) Grosor entre la membrana
limitante interna y externa, equivalente al grosor de la retina; (2) Grosor de la
capa nuclear externa (ONL), es decir, (3) Grosor de la capa plexiforme externa
(OPL); (4) Grosor de la capa nuclear interna (INL), es decir, el grosor de la capa
nuclear interna o granular; (5) Grosor de la capa plexiforme interna (IPL). Las
células de la capa ganglionar se contaron en micrografias de 40x después de la
tincién, en un total de 10 secciones por rata a una distancia conocida de la
primera seccién. Los resultados se presentan como recuentos de células por
segmento de 100 um de longitud retiniana para estandarizar los datos de todas

las muestras. (42,61)

3.8 Andlisis estadistico

Andlisis univariante: los datos del texto, tablas y figuras representan la media +

desviacion estandar de 10 animales por grupo experimental. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico para ciencias sociales version
29.0 (SPSS Co., Chicago, IL, USA) con licencia del Servicio Central de Informatica de
la Universidad de Malaga. Como variables de resultado se eligieron aquellas
relacionadas con el dafio a nivel renal y retiniano, tanto a nivel bioquimico como
morfoldgico. Si bien, a nivel retiniano, solo se consideraron parametros histoldgicos.

Como variables independientes, desde el punto de vista de la comparacion, se
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incluyeron los diferentes grupos experimentales, tanto controles de la enfermedad,

como grupos de animales tratados con los diferentes aceites.

Andlisis bivariante: se realiz6 mediante ANOVA con una posterior transformacién de

Bonferroni para evaluar las diferencias entre los grupos de tratamiento. Se utilizé la
prueba t de Student para datos no apareados para establecer la diferencia entre las
variables analizadas en el grupo control no diabético frente al grupo control
diabético. La correlacion bioquimica-morfolégica se establecié mediante el calculo
de los coeficientes de correlacidon de Pearson. Se considerd significacion estadistica

un valor p inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

En este apartado expondremos los resultados obtenidos en este estudio, atendiendo a

los siguientes apartados:

4.1. Resultados correspondientes al efecto del modelo experimental de diabetes

mellitus en los distintos tipos de variables analizadas.

4.1.1.

4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.

4.1.5.
4.1.6.
4.1.7.

Variables zoométricas (peso corporal, peso renal, comida y bebida
ingerida)

Glucosa, proteinas totales séricas, creatinina sérica y perfil hepatico
Perfil lipidico

Estrés oxidativo sérico y en tejido renal (variables oxidativas vy
antioxidantes)

Equilibrio prostanoide (tromboxano y prostaciclina urinarias)

Variables de funcidn renal (bioquimicas y morfométricas glomerulares)

Variables morfométricas retinianas

4.2. Resultados correspondientes a las modificaciones de estas variables causadas

por la administracién de los tres aceites de estudio

4.2.1.

4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

4.2.5.
4.2.6.
4.2.7.

Variables zoométricas (peso corporal, peso renal, comida y bebida
ingerida)

Glucosa, proteinas totales séricas, creatinina sérica y perfil hepatico)
Perfil lipidico

Estrés oxidativo sérico y en tejido renal (variables oxidativas vy
antioxidantes)

Equilibrio prostanoide (tromboxano y prostaciclina urinarias)

Variables de funcidn renal (bioquimicas y morfométricas glomerulares)

Variables morfométricas retinianas

4.3. Correlaciones entre las variables de funcién renal y el resto de variables

bioquimicas
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4.1 Resultados correspondientes al efecto del modelo experimental de

diabetes mellitus en los distintos tipos de variables analizadas

4.1.1 Variables zoométricas (peso corporal, peso renal, comida y bebida

ingerida)

La Tabla 4.1. y la Figura 4.1. muestran los valores medios (media + desviacién

estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables zoométricas

principales en el grupo de animales sanos, normoglucémicos, y en aquellos

sometidos al modelo experimental de diabetes mellitus y que sirvieron de

controles no tratados con los aceites de estudio.

Tabla 4.1. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a los

pardmetros zoométricos de los animales controles no diabéticos (CND) y controles

Variable

Peso corporal (g)

% peso rifdn respecto a
peso corporal

Comida ingerida (g/dia)
Bebida ingerida (mL/dia)

*p < 0.05 respecto a CND

diabéticos (CD).

CND

505+8.0

0.6+0.1

21.4£2.3

43.4+16.6

CD

381+19.2*

1.0+0.07*

32.4+5.1*

145+27.6*
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Figura 4.1. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a los pardmetros
zoométricos de los animales controles no diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p <

0.05 respecto a CND.
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4.1.2 Glucosa, proteinas totales séricas, creatinina sérica y perfil hepatico

La Tabla 4.2. y las Figuras 4.2. y 4.3., muestran los valores medios (media
+ desviacion estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables
bioquimicas séricas de glucosa, creatinina y proteinas totales, asi como aquellas
referentes al perfil hepatico sérico, en el grupo de animales sanos,
normoglucémicos, y en aquellos sometidos al modelo experimental de diabetes

mellitus y que sirvieron de controles no tratados con los aceites de estudio.

Tabla 4.2. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las variables

analiticas séricas generales de los animales controles no diabéticos (CND), controles

diabéticos (CD).
Variable CND CcD
Glucosa (mg/dL) 98.846.0 531+10.1*
Creatinina (mg/dL) 0.34+0.01 0.8+0.03*
Proteinas (g/dL) 6.3+0.1 6.1+0.3
AST (U/L) 94.9+4.9 127411.8*
ALT (U/L) 55.7+10.6 98.843.8
GGT (U/L) 1.1:0.1 2.940.3*
Fosfatasa alcalina (U/L) 82.0+9.5 32346.9*

*p < 0.05 respecto a CND
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Figura 4.2. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables analiticas séricas generales de los animales controles no diabéticos (CND),

controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.3. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables analiticas séricas del perfil hepdtico, de los animales controles no diabéticos
(CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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4.1.3 Perfil lipidico

La Tabla 4.3. y la Figura 4.4., muestran los valores medios (media *

desviacidon estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables

bioquimicas séricas que definen el perfil lipidico, en el grupo de animales sanos,

normoglucémicos, y en aquellos sometidos al modelo experimental de diabetes

mellitus y que sirvieron de controles no tratados con los aceites de estudio.

Tabla 4.3. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes al perfil

lipidico de los animales controles no diabéticos (CND), controles diabéticos (CD).

Variable

Colesterol total (mg/dL)
LDL colesterol (mg/dL)
HDL colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)

*p < 0.05 respecto a CND

CND

53.443.5

21.4+1.4

18.6+1.5

56.7+7.7

CcD

86.5+4.0*

44.8+4.7*

15.3+0.8*

149+7.9*
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Figura 4.4. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables analiticas séricas del perfil lipidico, de los animales controles no diabéticos

(CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.

70



4.1.4 Estrés oxidativo sérico y en tejido renal (variables oxidativas vy

antioxidantes)

Las Tablas 4.4 y 4.5. y las Figuras 4.5. a 4.8, muestran los valores medios (media
+ desviacién estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables
oxidativas y antioxidantes de estrés oxidativo y nitrosativo, en suero sanguineo y
en tejido renal, en el grupo de animales sanos, normoglucémicos, y en aquellos
sometidos al modelo experimental de diabetes mellitus y que sirvieron de

controles no tratados con los aceites de estudio.

Tabla 4.4. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables de estrés oxidativo y nitrosativo séricos de los animales controles no

diabéticos (CND), controles diabéticos (CD).

Variable CND cb
TBARS (nmol/mL) 4.6+0.9 10.1+0.6*
8-OH-dG (ng/mL) 17.740.5 28.9+1.8*
8-isoprostanos (ng/mg creat.)# 74405 53.9+0.7*
3-nitrotirosina (pg/mL) 16.241.1 73.342.1*
TAC (U/mL) 19.6+0.6 14.6+0.8*
GSH (nmol/mL) 139+8.6 90.2+0.9*
GSHpx (nmol/min/mL) 30.7+1.2 8.1+0.7*

*Determinacién urinaria. *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.5. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables oxidativas de estrés oxidativo y nitrosativo séricas, de los animales controles

no diabéticos (CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Las Tablas 4.4 y 4.5. y las Figuras 4.5. a 4.8, muestran los valores medios
(media + desviacion estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables
oxidativas y antioxidantes de estrés oxidativo y nitrosativo, en suero sanguineo
y en tejido renal, en el grupo de animales sanos, normoglucémicos, y en aquellos
sometidos al modelo experimental de diabetes mellitus y que sirvieron de

controles no tratados con los aceites de estudio.

Tabla 4.4. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las variables
de estrés oxidativo y nitrosativo séricos de los animales controles no diabéticos (CND),

controles diabéticos (CD).

Variable CND CcD
TBARS (nmol/mL) 4.640.9 10.1£0.6*
8-OH-dG (ng/mL) 17.740.5 28.9+1.8*
8-isoprostanos (ng/mg creat.)* 7.4+0.5 53.9+0.7*
3-nitrotirosina (pg/mL) 16.2+1.1 73.3+2.1%
TAC (U/mL) 19.640.6 14.6+0.8*
GSH (nmol/mL) 139+8.6 90.2+0.9*
GSHpx (nmol/min/mL) 30.74¢1.2 8.1+0.7*

*Determinacion urinaria. *p < 0.05 respecto a CND.

73



TBARS séricos
12 4

%
10

8

44

2

0

nmol/ml
[#)]
1

| |
CND CD

8-isoprostanos urinarios

60+

40—

ng/mg creatinina

CND CD

ng/mL

pe/mL

§-hidroxi-2-deoxiguanosina
sérica

35+
30
25
20+
15
10
5
0_
I I
CND CcD
3-nitrotirosnina sérica
75— :
50—
25+
o~ -

| I
CND CcD

Figura 4.5. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las

variables oxidativas de estrés oxidativo y nitrosativo séricas, de los animales controles

no diabéticos (CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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4.1.5 Equilibrio prostanoide (tromboxano y prostaciclina urinarias)

La Tabla 4.6. y la Figura 4.9, muestran los valores medios (media *
desviacidon estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables que
definen el equilibrio prostanoide tromboxano/prostaciclina, a través de sus
metabolitos estables urinarios 11-dinor-tromboxano B,/6-keto-PGF14, del grupo
de animales sanos, normoglucémicos, y en aquellos sometidos al modelo
experimental de diabetes mellitus y que sirvieron de controles no tratados con

los aceites de estudio.

Tabla 4.6. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
variables relacionadas con el equilibrio prostanoide de los animales controles no

diabéticos (CND), controles diabéticos (CD).

Variable CND cD
11-dinor-tromboxano B; 47410 13.250.6*
(pg/mg creat.)
6-keto-PGF14 (pg/mg creat.) 19.5£0.3 7.5+0.6*

*p < 0.05 respecto a CND
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Figura 4.9. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables que

definen el equilibrio prostanoide tromboxano/prostaciclina, de los animales controles no

diabéticos (CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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4.1.6 Variables de la funcidon renal (bioguimicas y morfométricas

glomerulares)

La Tabla 4.7. y las Figuras 4.10 y 4.11., muestran los valores medios
(media + desviacion estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables
que definen el funcionalismo renal, asi como los principales datos morfométricos
en los glomérulos renales, del grupo de animales sanos, normoglucémicos, y en
aquellos sometidos al modelo experimental de diabetes mellitus y que sirvieron
de controles no tratados con los aceites de estudio. En la Figura 4.12. se
muestran ejemplos representativos de muestras histolégicas en las que se ha

realizado el analisis morfométrico.

Tabla 4.7. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las
variables de funcion y morfologia renal de los animales controles no diabéticos (CND),

controles diabéticos (CD).

Variable CND CcD
Proteinas urinarias (mg/L) 14.8+1.2 101+10.3*
Creatinina urinaria (mg/dL) 11448.3 66.3+3.5*
Glucosuria (g/L) 0.0+0.0 7.3+0.7*

Cociente proteinuria/creatinina

269+39.5 1560+228*
(mg/g)
Aclaramiento de creatinina
. 1.5+0.09 0.7+0.03*
(mL/min/kg peso corporal)
Volumen glomerular (um3 x 10°) 4616%71.5 9515+443*

indice de glomeruloesclerosis
(%area PAS+ respecto al area 0.2£0.05 2.2+0.3*
glomerular total)

*p < 0.05 respecto a CND
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Figura 4.10. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables que
definen el funcionalismo glomerular renal, de los animales controles no diabéticos (CND),

controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.11. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
determinaciones morfométricas de los glomérulos renales, de los animales controles no

diabéticos (CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.12. Imdgenes representativas de glomérulos procedentes de ratas controles no

diabéticas (CND) y controles diabéticas (CD). Imdgenes superiores: hematoxilina-eosina.

Imdgenes inferiores: PAS (Periodic Acid-Schiff).
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4.1.7 Variables morfométricas retinianas

La Tabla 4.8. y la Figura 4.13., muestran los valores medios (media *
desviacién estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las determinaciones
morfométricas en las muestras de retina del grupo de animales sanos,
normoglucémicos, y en aquellos sometidos al modelo experimental de diabetes
mellitus y que sirvieron de controles no tratados con los aceites de estudio. En la
Figura 4.14. se muestran ejemplos representativos de muestras histoldgicas en

las que se ha realizado el andlisis morfométrico.

Tabla 4.8. Valores medios (media * desviacion estandar) correspondientes a las
variables morfométricas retinianas de los animales controles no diabéticos (CND),

controles diabéticos (CD).

Variable CND CD
Grosor retiniano (pum) 74.9+3.4 143+1.7*
Porcentaje de retina ocupada por células 67.813.9 35.9+1.5*

Porcentaje de retina ocupada por matriz

32.243.9 64.1+1.5*
extracelular

Células ganglionares (n/100 um) 10.9+0.9 2.5+0.3*

*p < 0.05 respecto a CND
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Figura 4.13. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las
determinaciones morfomeétricas de las muestras de retina de los animales controles no

diabéticos (CND), controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.14. Imdgenes representativas de retinas procedentes de ratas controles no diabéticas

(CND) y controles diabéticas (CD). Tincion: hematoxilina-eosina (X20).
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4.2 Resultados correspondientes a las modificaciones de estas variables

causadas por la administracion de los tres aceites de estudio

4.2.1 Variables zoométricas (peso corporal, peso renal, comida y bebida

ingerida)

La Tabla 4.9. y la Figura 4.15. muestran los valores medios (media

+

desviacidon estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables

zoométricas principales en el grupo de animales controles diabéticos (CD) y

animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg p.o. de aceite de aceitunas

deshuesadas (AD), aceite de semillas de aceituna (AS) o aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas (ADD).

Tabla 4.9. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a los
pardmetros zoométricos de los animales controles diabéticos (CD) y animales
diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD),
aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y

deshidratada (ADD).

Variable CcD AD
Peso corporal (g) 381+19.2 419+35.1*2
o -
% peso rifidon respecto a 1.0£0.07 0.840.06*
peso corporal
Comida ingerida (g/dia) 32.445.1 23.9+3.3*
Bebida ingerida (mL/dia) 145+27.6 90.6+25.5*

*p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS

AS

353+8.5

0.8+0.08*

25.1+0.9*

84.5+21.8

ADD

377+33.1

0.8+0.05*

27.2%5.2*

90.6+17.1*
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Figura 4.15. Valores medios (media * desviacion estdandar) correspondientes a los pardmetros
zoomeétricos de los animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5
ml/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la
aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD;

¥p < 0.05 respecto a AS.
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4.2.2 Glucosa, proteinas totales séricas, creatinina sérica y perfil hepatico

La Tabla 4.10. y las Figuras 4.16. y 4.17., muestran los valores medios

(media + desviacion estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables

bioquimicas séricas de glucosa, creatinina y proteinas totales, asi como aquellas

referentes al perfil hepatico sérico, en el grupo de animales controles diabéticos

(CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg p.o. de aceite de aceitunas

deshuesadas (AD), aceite de semillas de aceituna (AS) o aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas (ADD).

Tabla 4.10. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las

variables analiticas séricas generales de los animales controles diabéticos (CD) y

animales diabéticos tratados con 0.5 mlL/kg de peso de aceite de aceitunas

deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable

Glucosa (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Proteinas (g/dL)
AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

Fosfatasa alcalina

(U/L)

(o))

531+10.1

0.8+0.03

6.1+0.3

127+11.8

98.8+3.8

2.9+0.3

32346.9

AD

508+13.1*

0.7x0.07*

6.2+0.3

67.2+21.3*

91.9+5.9*

1.4+0.5*

285+22.8*

*p < 0.05 respecto a CD. ®p < 0.05 respecto a ASy AD

AS

507+53.3

0.7+0.08*

5.610.3

82.2+10.6*

86.7+5.9*

1.4+0.5*

273£12.0*

ADD

43519.9*a

0.6+0.03*

5.840.2

59.8+10.2*a

71.4%+3.6*a

1.1+0.06*a

255+9.7*a
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Figura 4.16. Valores medios correspondientes a las variables analiticas séricas generales de los
animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mlL/kg de peso de
aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite

de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a ASy AD
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Figura 4.17. Valores medios correspondientes al perfil hepdtico de los animales controles
diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas
deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. ®p < 0.05 respecto a ASy AD.
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4.2.3 Perfil lipidico

La Tabla 4.11. y la Figura 4.18., muestran los valores medios (media *

desviacién estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables

bioquimicas séricas que definen el perfil lipidico, en el grupo de animales

controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg p.o. de

aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semillas de aceituna (AS) o

aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).

Tabla 4.11. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes al perfil

lipidico de los animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5

ml/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de

la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable cD
Colesterol total (mg/dL) 86.5+4.0
LDL colesterol (mg/dL) 44.8+4.7
HDL colesterol (mg/dL) 15.3+0.8
Triglicéridos (mg/dL) 149+7.9

AD

70.612.1%b

26.75.1*

28.0£3.4*

106+3.5*

AS

82.0+2.9*

27.2+2.6*

29.1+£1.9*

115+6.4*

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS

ADD

63.2£3.7*2

17.3£2.7*2

32.2+1.4*

85.6+5.1*2
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Figura 4.18. Valores medios correspondientes al perfil lipidico de los animales controles
diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mlL/kg de peso de aceite de aceitunas
deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna
deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. bp <

0.05 respecto a AS.
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4.2.4 Estrés oxidativo sérico y en tejido renal (variables oxidativas vy

antioxidantes)

Las Tablas 4.12. y 4.13. y las Figuras 4.19. a 4.22, muestran los valores

medios (media * desviacién estdndar, n= 10 animales por grupo) referidos a las

variables que definen el estrés oxidativo (variables oxidativas y antioxidantes),

en el grupo de animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos

tratados con 0.5 mL/kg p.o. de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semillas de aceituna (AS) o aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas

(ADD).

Tabla 4.12. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las

variables de estrés oxidativo y nitrosativo séricos de los animales controles diabéticos

(CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mlL/kg de peso de aceite de aceitunas

deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CcD
TBARS (nmol/mL) 10.10.6
8-OH-dG (ng/mL) 28.9+1.8
T
?r;gl/tr;oLt)lrosma 73.349 1
TAC (U/mL) 14.6+0.8
GSH (nmol/mL) 90.2+0.9
GSHpx 8.1+0.7

(nmol/min/mL)

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS

*Determinacién urinaria

AD

4.2+1.1%b

4.5+0.1*b

16.4+0.6*°

49.1+1.4*

17.3£1.0*®
106+3.5*

18.6+0.9*F

AS

5.7+0.5*

7.6+0.1*

17.610.5*

49.5+0.9*

16.2+0.4*

104+2.8*

15.8+£1.1*

ADD

1.7+0.2%*2

1.5+0.2%*2

14.6%0.5*2

42.8+1.4*

18.7+0.6*?

139+1.1%2

27.742.4%2
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Figura 4.19. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables

oxidativas de estrés oxidativo y nitrosativo séricos de los animales controles diabéticos (CD) y

animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD),

aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada

(ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS.
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Figura 4.20. Valores medios (media + desviacion estdandar) correspondientes a las variables
antioxidantes de estrés oxidativo y nitrosativo séricos de los animales controles diabéticos (CD)
y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD),
aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada

(ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS.
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Tabla 4.13. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables de
estrés oxidativo y nitrosativo en tejido renal de los animales controles diabéticos (CD) y animales
diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable cD AD AS ADD
VLS (el s 24.0+0.8 15.840.1*b 19.6+0.9* 14.30.07*°
prot.)
8'9H'dG (ng/0-1g 13.840.7 9.7+0.05*" 11.240.9* 8.30.3*%?
tejido)
3-nitrotirosina (pe/0.1 13146.9 74.1+1.6%b 87.4+4.6* 59.7+4.1%2
g tejido)

TAC (U/0.1 g tejido) 35.743.2 83.4+1.5* 75.0+4.1* 97.743.0*
GSH (el 129+13.6 18743.1*b 15946.4* 29147.1%?
tejido)

GSHpx e Tl L 59.0+2.1 89.8+3.3%b 70.742.8 98.1+1.5%2
g tejido)

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. Pp < 0.05 respecto a AS
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Figura 4.21. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las variables
oxidativas de estrés oxidativo y nitrosativo en tejido renal de los animales controles diabéticos
(CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas

(AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y
deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a
AS.
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Figura 4.22. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables
antioxidantes de estrés oxidativo y nitrosativo en tejido renal de los animales controles
diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas
deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna
deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. ’p <
0.05 respecto a AS.
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4.2.5 Equilibrio prostanoide (tromboxano y prostaciclina urinarias)

La Tabla 4.14. y la Figura 4.23., muestran los valores medios (media *
desviacién estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las variables que
definen el equilibrio prostanoide tromboxano/prostaciclina, a través de sus
metabolitos estables urinarios 11-dinor-tromboxano B,/6-keto-PGFi, en el
grupo de animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con
0.5 mL/kg p.o. de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semillas de

aceituna (AS) o aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).

Tabla 4.14. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las
variables relacionadas con el equilibrio prostanoide de los animales controles diabéticos
(CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mlL/kg de peso de aceite de aceitunas
deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable (] AD AS ADD

11-dinor-Tromboxano B,

13.2+0.6 8.8+0.06*P 10.8+£0.6 5.1+0.4*2
(pg/mg creat.)

6-keto-PGFy, (pg/mg creat.) 7.5+0.6 13.2+0.4*® 10.5+0.5 17.7+0.7%2

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS
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Figura 4.23. Valores medios (media + desviacion estdandar) correspondientes a las variables
relacionadas con el equilibrio prostanoide de los animales controles diabéticos (CD) y animales
diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p

< 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS.
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4.2.6 Variables de la funcién renal (bioquimicas y morfométricas

glomerulares)

La Tabla 4.15. y las Figuras 4.24 y 4.25., muestran los valores medios
referidos a las variables que definen el funcionalismo renal, asi como los
principales datos morfométricos en los glomérulos renales del grupo de animales
controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso
de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la
aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). En la Figura

4.26. se muestran algunos ejemplos histoldgicos de estos grupos.

Tabla 4.15. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las
variables de funcion y morfologia renal de los animales controles diabéticos (CD) y
animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas

(AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y

deshidratada (ADD).
Variable CD AD AS ADD
Proteinas urinarias (mg/L) 101+10.3  56.5¢5.7*  58552*  18.5+1.7*
Creatinina urinaria (mg/dL) 66.343.5 78.145.6%  74.5%2.6%  85.1+4.2%*b
Glucosuria (g/L) 7.3+0.7 6.2+0.6* 4.740.2%¢ 3.7+0.4%

Cociente proteinuria/creatinina
(mg/g)

Aclaramiento de creatinina
(mL/min/kg peso corporal)

1560+228 580+31.0*® = 737+14.1* = 375+38.9%?
0.7+0.03 0.8+0.01*P 0.7+0.03 0.9+0.01*?

Volumen glomerular (1m*x 10°) 95154443  65604550*  7096+298* 5694+86.6*

indice de glomeruloesclerosis

(%area PAS+ respecto al area 2.240.3 0.840.02*%  1.0¢0.02* = 0.7+0.02*?
glomerular total)

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. Pp < 0.05 respecto a AS. °p < 0.05 respecto
aAD
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Figura 4.24. Valores medios correspondientes a las variables de funcion renal de los animales

controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de

aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de

aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y
AD. ’p < 0.05 respecto a AS. °p < 0.05 respecto a AD.
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Figura 4.25. Valores medios correspondientes a las variables de morfologia glomerular de los
animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de
aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite
de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS
y AD. °p < 0.05 respecto a AS. °p < 0.05 respecto a AD.
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Figura 4.26. Imdgenes representativas de glomérulos procedentes de ratas controles

diabéticas (CD) y CD tratadas con aceite de aceituna deshuesada (AD), aceite de semilla
de aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). Hematoxilina-

eosina.

102



Figura 4.27. (cont.). Imdgenes representativas de glomérulos procedentes de ratas

controles diabéticas (CD) y CD tratadas con aceite de aceituna deshuesada (AD), aceite
de semilla de aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Tincién PAS.

GA

DE MALA
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4.2.7 Variables morfométricas retinianas

La Tabla 4.16. y la Figura 4.27., muestran los valores medios (media *

desviacién estandar, n= 10 animales por grupo) referidos a las determinaciones

morfométricas en las muestras de retina de los animales controles diabéticos

(CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas

deshuesadas (AD), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de

aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). En la Figura 4.28. se muestran

ejemplos representativos de muestras histolégicas en las que se ha realizado el

analisis morfométrico.

Tabla 4.16. Valores medios (media + desviacion estdndar) correspondientes a las variables

morfomeétricas retinianas de los animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos

tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del

hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable cD AD

Grosor retiniano (um) 143+1.7 94.5+0.5*>

Porcentaje de retina ocupada

por células 35.9+1.5 46.3+2.3*b

Porcentaje de retina ocupada

. 64.1+1.5 46.3+2.6*°
por matriz extracelular

Células ganglionares (n/100 um) 2.5+0.3 3.940.05*°

AS

100+1.2*

48.8+0.7*

51.2+0.7*

3.1+0.04*

*p < 0.05 respecto a CD. ?p < 0.05 respecto a AS y AD. ®p < 0.05 respecto a AS

ADD

89.1+1.7*2

61.6+1.7*2

38.4+1.7*2

5.1+0.2*2
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Figura 4.27. Valores medios (media * desviacion estdndar) correspondientes a las variables
morfométricas retinianas de los animales controles diabéticos (CD) y animales diabéticos
tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla del
hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05

respecto a CD. °p < 0.05 respecto a AS y AD. °p < 0.05 respecto a AS.
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Figura 4.28. Imdgenes representativas de retinas procedentes de ratas controles diabéticas
(CD) y CD tratadas con aceite de aceituna deshuesada (AD), aceite de semilla de aceituna (AS) o

aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). Hematoxilina-eosina (X20).
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4.3 Correlaciones entre las variables de funcidon renal y el resto de variables

bioquimicas

En la Tabla 4.17. se muestran los coeficientes de correlacidon de Pearson, que
indican la posibilidad de correlaciones entre varias variables, correspondientes a la
comparacion de variables de funcion renal (cociente proteinas/creatinina urinaria,
aclaramiento renal de creatinina, volumen glomerular e indice de
glomeruloesclerosis) y las distintas variables bioquimicas determinadas (estrés
oxidativo y nitrosativo sistémico y renal y produccién de prostanoides). En todos los
casos se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson y su grado de significancia

estadistica.

Tabla 4.17. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables de funcion renal y
variables bioquimicas analizadas.

Prot/Creat ClCreat Vol Glomerular  Glomeruloesclerosis

Prot/Creat -0.946* 0.898* 0.968*
ClCreat -0.946* -0.798** -0.942*
Vol Glom. 0.898* -0.798** 0.879*
Glomeruloescler 0.968* 0.942* 0.879*

TBARS (s) 0.932%* -0.881* 0.903* 0.918*
8-OH-dG (s) 0.973* -0.958* 0.855* 0.984*
3-Nty (s) 0.877* -0.768*** 0.861* 0.832*
8-isoprostanos 0.929* -0.852* 0.864* 0.924*
TAC (s) -0.873* 0.807** -0.839* -0.827*
GSH (s) -0.891* 0.805** -0.785** -0.875*
GSHpx (s) -0.917* 0.840* -0.835* -0.935*
TBARS (r) 0.916* -0.969* 0.815* 0.946*
8-0OH-dG (r) 0.937* -0.917* 0.769**** 0.915*
3-Nty (r) 0.952* -0.918* 0.871* 0.948*
TAC (r) -0.950* 0.896* -0.862* -0.936*
GSH (r) -0.945* 0.872* -0.869* -0.934*
GSHpx (r) -0.910% 0.947* -0.744%***x -0.935*
TxB; 0.971* -0.885* 0.881* 0.965*
PGl, -0.967* 0.939* -0.850* -0.963*

*p < 0.001, **p < 0.002. ***p < 0.004, ****p < 0.003, *****p < 0.006
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3-NTy: 3-nitrotirosina. 8-OH-dG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. CICreat: aclaramiento renal de creatinina.
GSH: glutatidn reducido. GSHpx: actividad glutation-peroxidasa. PGlz: 6-keto-PGFiq en orina. Prot/Creat:
cociente proteinas/creatinina en orina. TAC: Capacidad antioxidante total. TBARS: productos de reaccién
con el 4cido tiobarbiturico. TxB2: 11-dinor-Tromboxano B2 en orina. Vol Glomerular: volumen glomerular.
(s): suero. (r): rifidn.

En la Tabla 4.18. se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson, que
indican la posibilidad de correlaciones entre varias variables, correspondientes a la
comparacion de variables morfoldgicas retinianas (grosor de la retina, porcentaje de
retina ocupada por células o por matriz extracelular y contaje de células
ganglionares) y las distintas variables bioquimicas determinadas (estrés oxidativo y
nitrosativo sistémico y renal y produccién de prostanoides). En todos los casos se
muestra el coeficiente de correlacion de Pearson y su grado de significancia
estadistica.

Tabla 4.18. Coeficientes de correlacidn de Pearson entre variables retinianas y variables
bioquimicas analizadas.

Grosor retina % células % matriz  Células ganglionares

Grosor retina -0.937* 0.935* -0.982*
% células -0.935* -0.999* 0.955*
% matriz 0.935* -0.999* -0.955*
C. ganglionares -0.982* 0.955* -0.955*

Prot/Creat 0.962* -0.946* 0.946* -0.989*
ClCreat -0.905* 0.878* -0.878* 0.941*
Vol Glom. 0.867* -0.882* 0.882* -0.877*
Glomeruloescler. 0.963* -0.920* 0.920* -0.978*
TBARS (s) 0.895* -0.960* 0.960* -0.929*
8-0H-dG (s) 0.972* -0.949* 0.949* -0.985*
3-Nty (s) 0.823* -0.838* 0.838* -0.861*
8-isoprostanos 0.944* -0.901* 0.901* -0.942%*
TAC (s) -0.870* 0.872* -0.872* 0.853*
GSH (s) -0.846* 0.885* -0.855* 0.906*
GSHpx (s) -0.883* 0.868* -0.868* 0.922*
TxB; 0.967* -0.956* 0.956* -0.986*
PGl -0.923* 0.966* -0.965* 0.971*

*p <0.001
3-NTy: 3-nitrotirosina. 8-OH-dG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. CICreat: aclaramiento renal de creatinina.
GSH: glutation reducido. GSHpx: actividad glutatién-peroxidasa. PGlz: 6-keto-PGF1q en orina. Prot/Creat:
cociente proteinas/creatinina en orina. TAC: Capacidad antioxidante total. TBARS: productos de reaccion
con el 4cido tiobarbiturico. TxB2: 11-dinor-Tromboxano B2 en orina. Vol Glomerular: volumen glomerular.
(s): suero.
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5 DISCUSION

El analisis de los resultados obtenidos en este estudio hemos de realizarlo bajo el

prisma que reulne varios aspectos relacionados entre si:

— El aprovechamiento de la industria olivarera, teniendo en cuenta que, una vez
demostrado que la incorporacién del AOVE en la dieta diaria es beneficiosa para
la salud, seria util aprovechar todas las posibilidades que las aceitunas pueden
dar en la obtencién de aceites, debido a la alta cantidad de productos de
desechos que se generan en la producciéon de AOVE.

— La obtencién de aceites derivados de las aceitunas, que puedan aportar
bioguimicamente aspectos diferenciales al clasico AOVE, manteniendo, por
supuesto, aquellos elementos constitucionales que ya han demostrado un efecto
beneficioso en distintas situaciones nosoldgicas.

— Un intento de que la mejora bioquimica de estos aceites pueda conllevar un
mayor efecto preventivo de ciertas enfermedades y sus complicaciones, como
es el caso de la diabetes mellitus y sus complicaciones microvasculares.

Teniendo en cuenta estas premisas, abordaremos el andlisis de los resultados

obtenidos, en primer lugar, centrandonos en la nefropatia diabética y posteriormente

en la retinopatia.

Esta ampliamente reconocida la importancia del estrés oxidativo en la fisiopatologia
del dafio renal en la diabetes mellitus, tanto en la tipo 1 como en la tipo 2 (37,62). Los
efectos del estrés oxidativo no solo se centran en un daino directo sobre el tejido renal,
fundamentalmente glomerular (38), sino que afecta a algunas vias extrarrenales que
inciden asimismo sobre la produccién y desarrollo de la nefropatia (39,63). Es por ello
por lo que analizaremos los resultados obtenidos atendiendo a estas vias de dafio renal,

las cuales resumimos en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Esquema basico de dafio glomerular en la diabetes mellitus (elaboracion

propia).

Mecanismos implicados en la nefropatia diabética debida al modelo experimental

En el modelo experimental utilizado en este estudio hemos confirmado que se
alteran significativamente todas las vias implicadas en la fisiopatologia de |la nefropatia

diabética, tanto a nivel sistémico como en tejido renal.

Ademads de un claro estado hiperglucémico, se afectan vias sistémicas que podrian

repercutir en el dafio renal causado por la diabetes:

— Perfil lipidico. Se aprecia un estado de hiperlipemia evidente, caracterizado por
un incremento en los niveles de colesterol total y su fracciéon LDL y de los
triglicéridos, asi como un descenso de la fraccién HDL de colesterol (Tabla 4.3.).

Este perfil, muy frecuente en la diabetes humana, implica una base bioquimica
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evidente en la génesis de la macroangiopatia diabética, ademds de otros factores
como el estrés oxidativo, la inflamacidn arterial y la trombogénesis (64). Tal y
como se muestra en el esquema anterior (Figura 5.1.), este mecanismo es clave
para explicar un descenso del flujo sanguineo renal y por ende, una falta de
aporte sanguineo al rifién.

Perfil hepatico. En los animales diabéticos controles se detectd un incremento

global de las enzimas hepaticas, signo de una alteracién hepatica general (Tabla
4.2.): los niveles sanguineos de aspartato-aminotransferasa, alanina-
aminotransferasa, gamma-glutamil-transpeptidasa y fosfatasa alcalina, fueron
estadisticamente superiores a los que mostraron los animales controles sanos.
Estas modificaciones se han descrito con mayor intensidad en la diabetes
mellitus tipo 2, si bien también se relacionan con la tipo 1, siempre en relacién
con un estado de estrés oxidativo e inflamacién del tejido hepatico(65), lo cual
es comun a diversos érganos en la evolucién del proceso metabdlico. Es
interesante el hecho de que esta alteracion hepdtica puede conllevar una
alteracion en el metabolismo hepatico que, en el caso de los mediadores
vasoconstrictores, podria agravar el proceso de isquemia renal debida a la
macroangiopatia diabética (66).

Estrés oxidativo y nitrosativo. Ya se ha comentado en la introduccion de este

trabajo la importancia fundamental del estrés oxidativo y nitrosativo en la
génesis y evolucion de las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus,
participando en las primeras fases del proceso vascular y en el desarrollo
posterior de las complicaciones (67). En el modelo experimental utilizado en este
estudio se observd un incremento de las variables oxidativas y un descenso de
los mecanismos antioxidantes generales (Tabla 4.4.), lo que puede influir en la
génesis y evolucién de la vasculopatia en este modelo de diabetes mellitus,
hecho que corrobora los hallazgos realizados en estudios previos de nuestro
grupo (68), demostrandose una relacién entre el estrés oxidativo y un
desbalance en el equilibrio tromboxano/prostaciclina, incrementandose la
produccién del prostanoide vasoconstrictor y disminuyendo la del vasodilatador.
Por otra parte, en el caso que nos ocupa en este trabajo, la nefropatia diabética,

se observo el mismo patrén de comportamiento que a nivel sérico, es decir, un
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claro estrés oxidativo y nitrosativo en tejido renal (Tabla 4.5.). El estrés oxidativo
puede producir dafios en el tejido renal de forma directa e indirecta; la
reactividad de los radicales libres con las distintas moléculas (lipidos, proteinas,
ADN, etc.) puede alterar la estructura y funcién de los glomérulos renales(69);
por otra parte, los radicales libres inducen los procesos de inflamacidn tisular,
agravando aun mas el dafio de los primeros (69); por ultimo, ya hemos
comentado que los radicales libres incrementan la produccién de tromboxano y
reducen la vida media de la prostaciclina, lo cual induce un estado
vasoconstrictor evidente.

— Disbalance de prostanoide. El incremento en la produccion de tromboxano y la

disminucion en la vida media de la prostaciclina (Tabla 4.6.), es la base de dos
hechos fundamentales en el desarrollo de la nefropatia diabética: un predominio
del tono vasoconstrictor y una tendencia protrombética evidente, ambos hechos
conducen a una disminucion del flujo renal y un mayor dafio de la funcién
glomerular (70).

— Funcién y morfologia renal. Todas las variables que definen el estado de funcidn

renal se encuentran alteradas en el modelo experimental de diabetes utilizado
en este estudio (Tabla 4.7.): incremento de proteinuria, volumen glomerular y
glomeruloesclerosis, asi como una disminucién de la creatinina urinaria y de
aclaramiento de esta. Estos datos son un indice claro de una funcién renal
danada, hecho que corrobora los hallazgos previos en este mismo modelo
experimental (10,41) y en la clinica humana (37).

Por lo tanto, el modelo experimental de diabetes mellitus utilizado en este estudio
muestra alteraciones en las principales vias reconocidas de dafio renal como
complicacién crénica de la diabetes, asi como un claro escenario de nefropatia diabética.
En la Figura 5.2. se muestran los porcentajes de cambio de cada via modificada en los
animales diabéticos, respecto a los animales controles sanos, a fin de ver en su conjunto

estas alteraciones antes comentadas.
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Figura 5.2. Porcentajes medios de cambio de los distintos grupos de variables de los animales

diabéticos (CD) respecto a los controles sanos (CND).

Modificaciones en la nefropatia diabética debido a la administracion de los aceites de

estudio

En términos generales, la administracion de cualquiera de los tres aceites
estudiados produce cambios en casi todas las variables analizadas en los animales
diabéticos, centrandonos fundamentalmente en la aparicién y desarrollo de la
nefropatia diabética. A pesar de ser un cdlculo muy aproximando y con intencién
puramente diddctica, podemos ver en la siguiente figura (Figura 5.3.) la media de los
porcentajes de cambio en los animales diabéticos tratados respecto a los diabéticos

controles.
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Figura 5.3. Porcentaje global de cambio, respecto a los animales diabéticos controles (CD), de
las variables analizadas, tras tratamiento con aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semilla de aceituna (AS) y aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).

El conjunto de variables que intervienen en la fisiopatologia de la nefropatia
diabética es modificado en un 40-55% respecto a los animales diabéticos no tratados. Es
decir, independientemente del procedimiento de extraccién del aceite, el efecto
beneficioso en esta complicacion de la diabetes mellitus es evidente. No obstante, es
necesario analizar estos resultados atendiendo a los distintos tipos de variables y a las

diferencias entre los tres tipos de aceites.

En primer lugar, no encontramos estudios en la bibliografia con los que comparar
los obtenidos en el presente trabajo, ya que, si bien existe una amplia coleccién de
estudios con AOVE, estos se podrian aproximar a los resultados obtenidos con el aceite
de aceitunas deshuesadas, pero no con los otros dos. Por lo tanto, los resultados
obtenidos muestran por primera vez en la literatura cientifica los efectos del aceite de
semilla de aceituna y el aceite de aceituna deshuesada y deshidratada en la prevencién

de la nefropatia diabética experimental.

En la Figura 5.4. se muestran los porcentajes de cambio, respecto a los animales

diabéticos no tratados, de los principales bloques conceptuales de variables, producidos
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por la administracién de los tres tipos de aceites. Destacamos dos hechos que se repiten

en todos los casos:

- Los tres tipos de aceites tienden a frenar los cambios en las vias fisiopatoldgicas
descritas para explicar la nefropatia diabética, asi como aquellas variables que

determinan un dafio funcional y morfoldgico renal en los animales diabéticos.

- Entodos los casos, el aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas presenté
un mayor efecto que los otros dos tipos de aceites, pudiéndose establecer, desde

un punto de vista didactico, un orden relativo de potencia de efectos:

ADD > AD = AS
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Figura 5.4. Porcentaje global de cambio, respecto a los animales diabéticos controles (CD), de
las variables analizadas, tras tratamiento con aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semilla de aceituna (AS) y aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).
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Una primera cuestién para plantear es si estos aceites ejercen sus efectos
directamente sobre las vias de dafio renal en la diabetes o reducen los niveles de
hiperglucemia y, de forma indirecta, es este efecto el que palia las consecuencias de
unas cifras altas de glucosa en sangre de forma crénica. En el modelo experimental
utilizado en este estudio, similar al tipo 1 en el ser humano, la administracién de aceite
de aceitunas deshuesadas o el aceite de semilla de aceituna, no reducen
significativamente las cifras de glucosa en sangre, tan solo se observa este descenso en
los animales diabéticos tratados con aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas

(Figura 5.5.).
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Figura 5.5. Niveles de glucosa en sangre en los animales diabéticos controles (CD) y tras
tratamiento con aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de semilla de aceituna (AS) y

aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).

En trabajos anteriores de nuestro grupo, se demostrd que la administracion de
AOVE a animales sometidos a este mismo modelo experimental, no modificd la
hiperglucemia tras el tratamiento (71). En estudios en humanos, se ha demostrado un
mejor control de la glucemia en pacientes diabéticos tipo 2 a los que se administra AOVE,
determinado por una menor necesidad de uso de antidiabéticos orales (72). En
pacientes con diabetes tipo 1 solo se ha descrito un efecto de AOVE sobre la
hiperglucemia postprandial (73). Respecto al efecto observado con el aceite de

aceitunas deshuesadas y deshidratadas no tenemos datos en la literatura con los que
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comparar los nuestros, si bien debemos indicar que, aunque la reduccién de la glucemia
es estadisticamente significativa, los valores absolutos en este grupo de animales es
43519.9 mg/dL, cifras claramente patoldgicas, por lo que no podriamos explicar el efecto
de este aceite sobre el resto de las variables por una reduccidn clara de las cifras de
glucemia. Por lo tanto, los efectos observados con los tres tipos de aceites hay que
adjudicarlos a una interferencia directa de los componentes de estos aceites con las vias

bioquimicas que participan en la génesis y evolucidn de la nefropatia diabética.

En el desarrollo de la nefropatia diabética podemos distinguir una serie de
factores sistémicos extrarrenales, relacionados fundamentalmente con la vasculopatia
diabética, y otros intrinsecos del propio tejido renal (Figura 5.1.). Pues bien, ya hemos

comentado anteriormente que los tres tipos de aceites modifican todos esos factores:

- El perfil lipidico, claramente afectado por la diabetes, es modificado por estos
aceites, disminuyendo los niveles de colesterol total, LDL colesterol vy
triglicéridos, incrementando los de HDL colesterol. Si tenemos en cuenta la
importancia de ambas fracciones de colesterol y de los triglicéridos, tanto en la
evolucién de la diabetes como en la enfermedad coronaria crénica en estos
pacientes (74,75), es interesante valorar el cociente LDL/HDL y triglicéridos/HDL

colesterol, los cuales se modifican de la siguiente manera:

CND (o)) AD AS ADD
LDL / HDL 1.15 2.92 0.95 0.93 0.63
TGC / HDL 3.04 9.73 3.78 3.95 2.31

Por lo tanto, uno de los principales factores que se involucran en la
génesis y evolucion de la macroangiopatia diabética es reducido por la
administracion de estos aceites, predominando, como ya hemos comentado

anteriormente, el efecto del aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas.

El perfil hepatico, alterado en los animales controles diabéticos, también

es modificado por la administracién de los tres aceites, reduciéndose los niveles
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de transaminasas y de fosfatasa alcalina. Como ya comentamos con
anterioridad, el dafio hepdtico en la diabetes mellitus se relaciona en gran
medida con un estrés oxidativo e inflamatorio en el higado (65). Como
analizaremos posteriormente, los tres aceites presentan un claro efecto
antioxidante, lo cual podria mejorar el dafo tisular que el estrés oxidativo

produjese en el higado.

En este sentido, se ha demostrado que la administraciéon de un AOVE con
un alto contenido en fenoles reduce los biomarcadores de dafio hepdtico en un
modelo de diabetes tipo 2 (76), explicando dicho efecto por su capacidad
antioxidante, lo cual mejoraria el metabolismo glucidico hepatico y por ende, el
estado proinflamatorio tisular. Asimismo, en un modelo de diabetes tipo 1, se ha
demostrado que la administracion preventiva de AOVE mejora el patrén
bioquimico y morfoldgico hepdatico, alterado por la diabetes, adjudicando este
efecto a la induccidon por parte del AOVE de mediadores antiinflamatorios

tisulares endégenos (77).

Esta mejoria del perfil hepatico dafiado en el modelo de diabetes utilizado
podria mejorar las funciones de este érgano, favoreciendo el metabolismo de
compuestos vasoconstrictores y procoagulantes, por lo que podria disminuir la

influencia de estos sobre la disminucidn de flujo sanguineo renal.

Como compuestos antioxidantes que son estos aceites, las variables de

estrés oxidativo también se reducen ostensiblemente en los animales diabéticos

tratados, predominando el efecto, como en los otros apartados, del aceite de
aceituna deshuesada y deshidratada. Las modificaciones observadas siempre
van en el mismo sentido: reducciéon de las variables que indican un proceso
oxidativo y freno de la disminucién de los mecanismos antioxidantes enddgenos.
El estrés oxidativo constituye un punto clave en la fisiopatologia de la
vasculopatia en general y de la vasculopatia diabética en particular, siendo uno
de los primeros eventos bioquimicos que acontecen debido a un estado de

hiperglucemia mantenida, asi como interacciona con otras vias de dafio vascular
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y tisular, incrementando la intensidad de estos y, a su vez, recibiendo de ellos un

estimulo reciproco (14,78).

El efecto antioxidante del AOVE estd demostrado ampliamente, en
modelos experimentales (79) y en seres humanos (49,80); este efecto
antioxidante es sefialado como la explicacion fundamental del efecto
beneficioso del AOVE en la prevencion de la enfermedad cardiovascular
(27,28,72). Los derivados de la aceituna utilizados en el presente estudio
también muestran un claro efecto antioxidante, lo cual creemos de vital

importancia en la regulacion de los mecanismos de dafo vascular y tisular.

Un caso especial se refiere al estrés oxidativo renal, motivo central de
nuestro estudio. Al igual que en la fisiopatologia de la vasculopatia diabética, en
el tejido renal se ha comprobado un papel central al estrés oxidativo, ya que
produce un dafio directo, comun a todos los radicales libres, y activa vias
inflamatorias y proliferativas que dafan las diversas estructuras renales, sobre
todo la morfologia y funcién glomerular (81). Se ha demostrado que AOVE
disminuye la disfuncidn endotelial en la diabetes y por ende, el dafio vascular
isquémico que pudiera ejercer sobre el rifidn (82), pero también se ha
demostrado que protege la funcion renal al inhibir el estrés oxidativo del tejido

renal (47).

Por lo tanto, una reduccién del estrés oxidativo a nivel vascular y renal

debe hacernos pensar en un efecto protector renal en los animales diabéticos.

- Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la modificaciéon en los

prostanoides que tienen que ver con los vasos sanguineos, como son el

tromboxano (vasoconstrictor y agregante plaquetario) y la prostaciclina
(vasodilatadora y antiagregante plaquetario). Los radicales libres tienen
a incrementar el primero y degradar a la segunda, por lo que favorecen
un estado vasoconstrictor e isquémico (83). Este mismo esquema es el
que muestran los animales diabéticos controles (Tabla 4.6.). Los aceites

utilizados mejoran el equilibrio prostaciclina/tromboxano, ya que frenan

122



la produccién del prostanoide vasoconstrictor y disminuyen la reduccion

del vasodilatador, en la siguiente proporcion:

CND CD AD AS ADD

PGl / Tx 4.14 0.56 1.50 0.97 3.47

Al igual que en el resto de las determinaciones, el aceite de aceitunas
deshuesadas y deshidratadas muestra un mayor efecto que los otros dos.
En todo caso, la administracion de estos aceites puede disminuir el riesgo

isquémico renal en los animales diabético.

- Todos estos cambios de las vias de dafo renal en la diabetes mellitus

conducen a un estado de proteccion de la funcion y morfologia renal tras

la administracion de los aceites de estudio. En la enfermedad renal
cronica, de origen diabético o no, los niveles séricos de creatinina es un
parametro de uso muy comun en clinica humana, aunque no sea el Unico
ni el mas robusto, pero sirve de una primera aproximacién al prondstico
de la nefropatia (84), asi como los niveles urinarios de micro o
macroalbuminuria, los cuales constituyen un buen signo de la
evolucion del fallo en el filtrado glomerular (85). Estas alteraciones
bioguimicas, junto al aclaramiento de creatinina, son
consecuencias de las alteraciones morfoldgicas glomerulares en la
diabetes mellitus, fundamentalmente una proliferacién de las
células mesangiales, engrosamiento de la membrana basal y

esclerosis glomerular (37).

Pues bien, todos estos parametros son modificados por los aceites
utilizados (Tablas 4.10 y 4.15), postuldandose a priori un efecto
nefroprotector desde un punto de vista analitico. Pero al observar los
parametros morfolégicos, confirmamos esta hipdtesis, ya que los
tratamientos mejoran las alteraciones glomerulares en los animales

diabéticos tratados con los aceites y, como en casos anteriores, el aceite
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de aceitunas deshuesadas y deshidratadas muestra un efecto mayor que

los otros dos.

Respecto al AOVE, aceite de referencia de los utilizados en este estudio,
se ha demostrado que su administraciéon mejora los biomarcadores
sanguineos y urinarios relacionados con la enfermedad renal crdénica, en
relacién, sobre todo, con su efecto antioxidante (48). Igualmente se
observo en pacientes renales a los que se administré 40 mL/dia de AOVE
durante nueve semanas (47). No encontramos en la literatura datos con

los tres aceites utilizados en nuestro estudio.

- Un aspecto importante a destacar es la relaciéon existente entre las

modificaciones renales observadas vy los pardmetros bioquimicos

analizados. En efecto, pudimos corroborar que las variables de funcion y
morfologia renal se correlacionan (test de Pearson mayor de 0.7) con los
parametros analizados, fundamentalmente con el estrés oxidativo y
nitrosativo, asi como con el equilibrio prostanoide
tromboxano/prostaciclina (Tabla 4.14); asimismo, las variables
morfolégicas (volumen glomerular e indice de glomeruloesclerosis) se
correlacionan directamente con la analitica sérica y urinaria, es decir, la
excrecion de proteinas por orina esta directamente relacionada con los

danos morfoldgicos observados.

Por lo tanto, se confirma que la modificacién del estrés oxidativo, tanto
general como en el propio tejido renal, puede modular el proceso de
daio renal como complicacion de la diabetes mellitus con cifras elevadas
crénicamente de glucosa, tal y como se ha postulado por otros autores

(86-89).

En todo caso, la administracion de los tres tipos de aceites utilizados en
este estudio cumple esta relacidon entre sus efectos antioxidantes y su
repercusién sobre la produccién de prostanoides en la diabetes mellitus
experimental, y su efecto nefroprotector, presentando un mayor efecto

el aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas.
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Modificaciones en las retinas de los animales diabéticos controles y tras tratamiento

con los aceites de estudio

Una hiperglucemia crénica produce una microangiopatia retiniana y esta induce
dafio en el tejido neuronal retiniano, pero esta hiperglucemia también dafa
directamente el tejido nervioso y hay que recordar que la retina es un complejo
vasculonervioso. La cuestion es si el dafio vascular es anterior en el tiempo al neuronal
o son simultaneos (90,91). Tal es la importancia del dafio directo de la hiperglucemia
sobre las células nerviosas retinianas, que algunos autores consideran la retinopatia
diabética como un proceso neurodegenerativo en la evolucién de la diabetes mellitus
(92). Estos resultados coinciden con los ya aportados por otros grupos en la literatura,

utilizando el mismo modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1 (92).

En cuanto al grosor de la retina este valor aumenta en los animales diabéticos
(Tabla 4.8.), lo que no coincide con los trabajos mencionados anteriormente. Se ha
descrito que en este modelo experimental se produce un aumento de la permeabilidad
de la barrera hemato-retiniana, produciéndose lo que en el humano se corresponde con
edemas retinianos (93). Esta hipdtesis puede confirmarse indirectamente por el hecho
de que el area retiniana ocupada por matriz extracelular es mayor en los animales
diabéticos que en los normoglucémicos (Tabla 4.8.), pudiendo explicar el mayor grosor

total de las retinas de estos animales.

Respecto a la disminucién del nimero de células ganglionares, es la evidencia
mas clara de la neurotoxicidad retiniana de la diabetes mellitus experimental,
coincidiendo ademas con los estudios publicados (92,94). En este mismo modelo
experimental de diabetes se ha demostrado que el tejido cerebral es mas sensible al
dano neuronal producido por isquemia-reperfusién en comparacion con animales

normoglucémicos (95,96).

En términos generales, tomando en conjunto todas las variables retinianas
determinadas, podemos aseverar que en los animales diabéticos controles se produce
un dafio general de un 21.7% respecto a los valores en los animales controles sanos

(Figura 5.6.)
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Figura 5.6. Porcentajes medios de cambio de las variables retinianas de los animales diabéticos

(CD) respecto a los controles sanos (CND).

La administracién de los tres tipos de aceites produjo cambios en las alteraciones
retinianas originadas en el modelo experimental de diabetes, en el siguiente sentido,

respecto a los animales diabéticos controles:
- Reduccion del grosor global retiniano.
- Incremento de la celularidad retiniana.
- Disminucién del drea de matriz extracelular.
- Incremento del numero de células ganglionares.

En términos generales, podemos decir que estos aceites presentan un efecto
neuroprotector retiniana, aun sin descartar un posible efecto a nivel de la
vascularizacion de la retina. Al igual que en la nefropatia diabética experimental, el
aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas presentd un mayor efecto que los

otros dos aceites estudiados.

En el mismo modelo experimental utilizado en este estudio se demostrd que la

administracion de AOVE a los animales diabéticos mejoré el déficit de vascularizacién
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retiniana (71). En estudios en humanos, se ha demostrado que la implementacién de la
dieta con AOVE mejord algunos biomarcadores retinianos, tanto vasculares como
proliferativos y de neuroproteccion (97-99), llegandose a postular que la dieta
mediterranea enriquecida con AOVE puede ser un factor muy importante para prevenir

la retinopatia diabética (100).

Los aceites estudiados en este trabajo redujeron las alteraciones retinianas
observadas en los animales controles diabéticos en un 19.6% con aceite de aceitunas
deshuesadas, 21.5% con aceite de semilla de aceitunas y 50.4% con aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas (Figura 5.7.). Es decir:

ADD >AS > AD

Al intentar relacionar los cambios retinianos con las variables bioquimicas
estudiadas, se apreciaron correlaciones significativas (coeficientes de Pearson mayores
de 0.7) con todas estas variables, es decir, el efecto antioxidante, asi como la influencia
sobre el equilibrio tromboxano/prostaciclina, de estos aceites esta directamente
relacionado con las modificaciones retinianas producidas por la diabetes experimental
(Tabla 4.18.). Esta relacién con el equilibrio prostanoide se describié previamente por
nuestro grupo de trabajo (42), volviendo a corroborar la interaccion entre alteraciones
vasculares y de tejido nervioso que acontece en la diabetes mellitus,

independientemente del orden temporal en el que estas alteraciones se produzcan.

En el andlisis de estas correlaciones encontramos otro dato de sumo interés: las
modificaciones retinianas producidas por la diabetes se correlacionaron con todos los
parametros de dafio renal, es decir, existe un paralelismo directo entre nefropatia y
retinopatia en este modelo experimental de diabetes mellitus (Tabla 4.18.). Es decir, en
la diabetes experimental, el dafio microangiopatico acontece en su conjunto en todo el
organismo, afectando simultaneamente a varios érganos; el que predomine una u otra
alteracion podria deberse a factores genéticos o a predisposicidon fisiologica y/o

bioquimica de unos drganos para ser dafiados por la hiperglucemia crénica.
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Figura 5.7. Porcentaje global de cambio, respecto a los animales diabéticos controles (CD), de
las variables retinianas, tras tratamiento con aceite de aceitunas deshuesadas (AD), aceite de

semilla de aceituna (AS) y aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas (ADD).

Algunos autores postulan sobre este aspecto de las complicaciones de la
diabetes mellitus, que siendo los mecanismos bioquimicos que acontecen en la
aparicion de las distintas vasculopatias (macro y microangiopaticas) los mismos, pueden
afectar al mismo tiempo a varios drganos y, siendo de importancia el papel del estrés

oxidativo en todos ellos, podria ser una explicacion a este fendmeno simultaneo (101).

Andlisis interpretativo del mayor efecto del aceite de aceitunas deshuesadas y

deshidratadas en el modelo de diabetes experimental

Ya hemos comentado con anterioridad que el aceite de aceitunas deshuesadas y
deshidratadas (ADD) muestra un efecto superior al de semillas de aceitunas (AS) y al de
aceitunas deshuesadas (AD). Analizaremos qué componentes quimicos destacan en

ADD, respecto a los otros dos, que pudieran explicar estas diferencias.

Basicamente se acepta que los efectos beneficiosos del AOVE en su vertiente
antiinflamatoria, anti-isquémica y de citoproteccion, se centran en tres componentes

guimicos (102—-104): acidos grasos monoinsaturados (fundamentalmente el 3cido
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oleico), compuestos polifendlicos (hidroxitirosol, oleuropeina, oleocantal, tirosol, etc.) y
derivados triterpénicos (dcido maslinico, acido oleandlico y acido ursodlico). Otros
compuestos del AOVE pueden mostrar algunos efectos, si bien en menor intensidad, asi
como podriamos pensar en un posible efecto sinérgico entre ellos. En los aceites

utilizados, estos compuestos se encuentran en la siguiente cantidad (datos extraidos de

la Tabla 3.1.):

AD AS ADD
Acidos grasos (%)
Monoinsaturados 78.98 73.56 79.53
Poliinsaturados 5.43 5.24 5.03
Saturados 15.19 5.03 16.06
Fenoles (mg/kg) 722 490 752
Triterpenos (mg/kg) 122 97.83 844

Podemos destacar dos hechos fundamentales:

— El menor contenido de acidos grasos saturados en AS (los acidos grasos
saturados se relacionan con vias de dafio tisular), asi como un menor contenido
en fenoles totales (estos se relacionan con la mayor parte de los efectos
beneficiosos del AOVE), lo cual podria compensarse en el resultado final
obtenido.

— El marcado mayor contenido de derivados triterpénicos en ADD respectoa AD y
AS, cifrandose entre 7-9 veces superior.

El efecto antioxidante del AOVE se centra fundamentalmente en sus componentes
polifendlicos y triterpénicos, por lo cual podemos decir que, a igualdad relativa de
fenoles en los tres tipos de aceites utilizados, destaca el alto contenido en derivados
triterpénicos en ADD. A continuacion, analizaremos brevemente qué se conoce sobre

los efectos de fenoles y triterpenos en los mecanismos estudiados en nuestro estudio.

Se han publicado diversos estudios que demuestran un efecto de determinados

antioxidantes naturales en la prevencion de la enfermedad renal crdnica,
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fundamentalmente los fenoles dietéticos. Algunos fenoles han mostrado un efecto
protector renal en modelos experimentales de isquemia-reperfusién renal, en relacién
con sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios, tal es el caso del resveratrol, acido
galico, epigalocatequina-3-galato, acido elagico, curcumina, entre otros. Algunos
fenoles han mostrado un efecto protector en modelos de nefropatia diabética, como el
resveratrol (105), polidatina, cianidina 3-glucésido, epicatequina, oligonol, entre otros

(106).

Respecto a los fenoles del aceite de oliva virgen extra, como parte de la dieta de tipo
mediterraneo, se ha demostrado que la oleuropeina, asi como el hidroxitirosol y el 3',4'-
dihidroxifenilglicol tienen un efecto nefroprotector en el mismo modelo experimental
utilizado en este estudio, siempre en relacion con su capacidad antioxidante

(10,41,107).

Otros compuestos presentes en el aceite de oliva virgen extra son los derivados
triterpénicos, como el acido oleandlico y el dcido maslinico, ambos con un importante
efecto antioxidante y nefroprotector en modelos de diabetes mellitus experimental,

probablemente a través de la activacion de la via NRF2 (108).

No podemos descartar la idea de que, en el aceite de oliva virgen extra, que estan
presentes todos estos fenoles, puedan ejercer un efecto sinérgico entre ellos, como se
ha demostrado para el hidroxitirosol y el 3'4'-dihidroxifenilglicol a nivel de
biomarcadores cardiovasculares y neuroprotecciéon en un modelo experimental de
diabetes mellitus tipo 1 (29,30), y en la agregacién plaquetaria (109). Por este motivo,
para estudiar el posible efecto de los compuestos triterpénicos en la dieta, es necesario
considerar el efecto de los otros fenoles presentes en el aceite de oliva virgen extra, por
lo que hemos utilizado un aceite de oliva con el mismo contenido total en fenoles
alcohdlicos, cuyo efecto nefroprotector ha sido demostrado, pero con un alto contenido

en derivados triterpénicos.

En primer lugar, cabe sefialar que existen efectos sobre biomarcadores no renales
en el modelo experimental de diabetes, que pueden influir en el desarrollo de la
nefropatia diabética, como el estado de hiperlipemia o el estrés oxidativo sistémico; en

ambos casos, ADD mostrd un mayor efecto que AD y AS. Es decir, aunque los fenoles
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alcohdlicos ejercen un efecto beneficioso a este nivel, la presencia de derivados
triterpénicos potencia este efecto. Los estudios sobre el efecto hipolipidémico del
hidroxitirosol se refieren a modelos de diabetes mellitus tipo 2 (110), mientras que los
realizados con acido oleandlico muestran un efecto hipolipidémico en modelos de

diabetes mellitus tipo 1 (111), como hemos demostrado en este estudio.

En cuanto al efecto antioxidante, se sabe que los fenoles alcohdlicos, como el
hidroxitirosol, tienen un claro efecto antioxidante en modelos de diabetes mellitus y en
diversos érganos, como el cerebro y el rifién, asi como a nivel sistémico en el suero
sanguineo (41,68). En cuanto a los derivados triterpénicos, un estudio realizado en
voluntarios sanos a los que se administrd un aceite de oliva virgen extra enriquecido con
acido oleandlico y maslinico muestra un mayor efecto sobre la eliminacién urinaria de
8-isoprostanos y 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, en comparacién con un aceite de oliva
virgen extra con menor contenido en derivados triterpénicos (112). Este estudio
coincide con los resultados obtenidos en nuestro modelo experimental de diabetes
mellitus en lo que respecta al efecto antioxidante. El efecto antioxidante del acido
oleandlico (113,114) y del acido maslinico (115,116) se ha relacionado con un efecto

antiinflamatorio y citoprotector a nivel cerebral y cardiaco.

Ademas, también se observé un desequilibrio en la proporcién de los prostanoides
tromboxano y prostaciclina, a favor del compuesto vasoconstrictor, hecho que también
pudiera participar en el desarrollo de la nefropatia diabética. La administracién de AD
disminuyd la excrecién urinaria del metabolito tromboxano y redujo la inhibicion de la
produccién de prostaciclina, siendo este efecto mayor en el aceite rico en triterpenos
(ADD). El hidroxitirosol ha mostrado un efecto inhibidor sobre la ciclooxigenasa,
reduciendo asi la produccién plaquetaria y renal de tromboxano, y su efecto
antioxidante disminuye la degradacion de la prostaciclina por los radicales libres (68).
En cuanto a los derivados triterpénicos, se ha demostrado que el acido oleanélico induce
la produccion de prostaciclina en cultivos de fibras musculares lisas vasculares, en
relacién con un mecanismo relacionado con la ciclooxigenasa de tipo 2 (117), y el 4cido
maslinico inhibe la agregacidén plaquetaria inducida por el tromboxano plaquetario

(118).
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Por lo tanto, podemos asegurar que los efectos observados con los tres tipos de
aceites pueden depender cualitativamente de una suma de los mecanismos ejercidos
por los fenoles mas los de los triterpenos, si bien cuantitativamente esta suma es

predominante para ADD por el alto contenido en derivados triterpénicos:

Efectos AD = Fenoles + Triterpenos

Efectos AS = Fenoles + Triterpenos

Efectos ADD = Fenoles + 1Fit€rpenos

Como via futura de investigacién, a la vista de los resultados obtenidos en este
estudio, proponemos la planificacidn de experimentos que valoren la posible interaccién
entre estos compuestos, en la misma proporcion que estan en los tres tipos de aceites
estudiados, a nivel de las vias bioquimicas de dafio tisular en la diabetes mellitus y en
los mecanismos de dafio en las diversas complicaciones macro y microangiopaticas de

la diabetes, tanto la tipo 1 como la 2.
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6 CONCLUSIONES

Del analisis pormenorizado de los resultados obtenidos en el presente estudio,

hemos extraido las siguientes conclusiones:

1. Laadministracion de aceite de aceitunas deshuesadas, aceite de semilla de aceitunas
o aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas, en un modelo experimental de
diabetes mellitus similar a la tipo 1 en humanos, muestran un efecto nefroprotector
y retinoprotector.

2. Los tres tipos de aceites reducen el estrés oxidativo y nitrosativo, sistémico y en
tejido renal, asi como el desequilibrio tromboxano/prostaciclina, correlacionandose
significativamente con la mejoria de las variables de funcién y morfologia renal en
los animales diabéticos.

3. Las modificaciones en las variables morfométricas en tejido retiniano de los animales
diabéticos se correlacionan significativamente con las modificaciones del estrés
oxidativo y nitrosativo, sistémico y en tejido renal, asi como con las variaciones en el
desequilibrio tromboxano/prostaciclina.

4. Existe una correlacidon entre las variables morfométricas en tejido retiniano de los
animales diabéticos y las modificaciones de funcién y morfologia renal.

5. El aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas produjo un efecto mayor que los
otros dos tipos de aceites, en todas las vias bioquimicas y de dano tisular analizadas,

pudiéndose ser debido a su alto contenido en derivados triterpénicos.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO I: Autorizacién del Comité Etico de Experimentacion Animal de
la Universidad de Malaga, en calidad de Organo Habilitado para la

realizacion de proyectos de investigacion con animales.

El estudio se realizé de acuerdo con las directrices de la Declaracidn de Helsinki
y fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de Animales de la Universidad de Malaga
(Ref. CEUMA31-2018-A) y la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo
Sostenible de la Junta de Andalucia (Ref. 9/07/2019/124).
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INFORME N®: 69
ANEXO Vil

INFORME DEL ORGANO HABILITADO (Art. 34 del RD 53/2013, de 1 de febrera, por el que se establecen
las normas basicas aplicables para la proteccidén de los animales utilizados en experimentacidn y otros fines
clentificos, inclyyendo la docencli)

D. Ricardo Gonzdlez Carrascosa Latin, como Secretario del Organo Mabilitade Comité Etico de |
Experimentacion Animal de Universidad de Milaga

DECLARA:
1. Que el siguiente proyecto (Titulo del proyecto):

Efecto sinérgico de compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la inflamacién vascalar
en diabetes.
2. Que tiene una duracion de;
3 Afos
36 Meses

3. Que estd reallzado por (Datos del investigador principal o persona responsable):

Apellidos: Gonzdlez Correa

Nombre: Jose Antonio

Categorfa (5] (segin RD 1201/2005): By C

Fecha acreditacion: (26,/07 /2006)

Centro/Facultad/Empresa, Dpto, Direccién, Codigo Postal, Ciudad, Teléfono, Fax, E-Mail
Departamento Farmacologia y Pediatria. Facultad de Medicina.

Bulevard Louis Pasteur, 32

29010 Milaga. MALAGA
Telf:
Correa E:
i
|
i
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4. Que ha sido evaluado con un nivel de detalle apropiado al tipo de proyecto y la evaluaciéon ha
consistido en verificar que el proyecto cumple los sigulentes requisitos de acuerdo al articulo 34
del RD 53/2013:

a) Estd justificado desde el punto de vista cientifico o educativo, o debe realizarse por imposicién legal

o reglamentaria;

b) su finalidad justifica la utilizacién de animales; y

¢) estd disefiado de manera que los procedimientos se realicen de forma mds humanitaria y

respetuosa con el medio ambiente que sea posible

5. Que ha sido revisado basindose en las reuniones internas desarrolladas por el Organo Habilitado
de Universidad de Milaga en las siguientes fechas:

Reunién 37% del 12/05/2018

Acta N® 37 del 12/05/2018

Y

Reunién 40? del 31/08/2018

Acta N 40 del 31/08/2018

N¢ expediente 31-2018-A

6. Que el proceso de evaluacion ha sido transparente, se ha realizado de modo impardial, pudiendo
integrar la opinion de partes independientes (segtin el apartado 3 del articulo 34 del RD 53/2013).

7. Que ha sido evaluado sin existir conflicto de intereses en las partes implicadas en la evaluacion del
mismo.

8. Que basdndose en la documentacion presentada por el investigador responsable se ha realizado la
siguiente EVALUACION:

Evaluacién de su finalidad, de los beneficios cientificos que se prevén alcanzar o de su valor
docente

Favorable

Evaluacién de su conformidad con los requisitos de reemplazo, reduccién y refinamiento

Favorable
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Evaluacion y clasificacion de sus procedimientos en funcién del grado de severidad:
Procedimiento n® 1: Modelo Inducido de diabetes mediante Inoculacién de estreptozotocina y
tratamiento con compuestos fendlicos de aceite de oliva.

Evaluacion: Favorable

Clasificacién: Moderado

Andlisis de los daiios y beneficios, para determinar si los dafos, el sufrimiento, el dolor y la angustia
que se les puedan causar a los animales estin 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, 23,253, \
25.5,26 y 29 del RD 53/2013: 1

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

Excepciones: Colaborard en el procedimientos clasificados como leves, siempre bajo supervisién del
Dr. José A. Gonzdlez Correa y M* Dolores Rodriguez Pérez. Articulo 25.5. Los procedimientos
Ginicamente podran ser realizados por personas capacitadas o autorizadas de forma temporal en las
condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajo supervisién responsable. El periodo méximo 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

Motivacién de la evaluacién retrospectiva:

No procede

Resultado:

X No

Periodo de realizacién (en caso afirmativo): No procede

(en caso afirmativo):

No procede
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CONFIRMO:
1. Que el proyecto ha sldo evaluado sin existir conflicto de intereses en las partes implicadas en la

evaluacién del mismo,

2. Que el proyecto sometido a este informe del Grgano Habilitado, por lo anteriormente expuesto, se
clasifica comao:
Proyecto Tipo 11

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

OBSERVACIONES:

4, Que este documento tiene una vigencia méxima de 5 afios,

Secretario Organo Habllitado Presidente Organo Habilitado
Nombre: Ricardo Gonzdlez Carrascosa Latin Nombre: Teodomiro Lipez Navarrete
Fecha: 01,/08/2018 Fecha: 01/08/2018
Firma: Firma:
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INFORME CEUMA N® 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 proteccién de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
clentificos, Incluyendo la docencia)

D. Ricardo Gonzdlez-Carmscosa Latin, como Secrotario del Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de
Milnga,

DECLARA:

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

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

Con el de expediente CEUMA N® 31-2018-A.

Investigador responsable: D, Jose Antonio Gonzélez Correa,
2, Que tiene una duracién de (Indicar afios y meses):

3 Afos
36 Meses

3. Que se llevard 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 autorizacioén del érgano competente.

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

duradero que sean innecesarios.

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

la finalidad de los procedimientos.
7. Que hasido revisado de acuerdo a la normativa vigente.

8. Que el centro donde se lleva a cabo el proyecto posee programas de aclimatacién y aprendizaje
adecuados para los animales segin los procedimientos y la duracién del proyecto.
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INFORME CEUMA N2 460
9, Que ha sido revisade basindose en las reunlones Internas desarrolladas por el CEEA de
Universidad de Milaga en las sigulentes fechas:
Reunidn 379 del 12/05/20148
Acta N® 37 del 12/05/20148
Y
Reunion 400 del 31/08/2018
Acta N* 40 del 31/08/2018
10. Que basdndose en las declaraciones anteriormente expuestas

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

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

Una vez instruido el procedimiento, ¥ en base a lo dispuesto en el articulo 84 de la Ley 30/92,
de 26 de noviembre, de Régimen Jurfdico de las Administraciones Piblicas y Procedimiento
Administrative Comiin, se le da audiencia para que en un plazo de 10 dias, contados a partir de la
recepcidn/publicacién del presente informe, pueda formular alegaciones y presentar los documentos
y justificaciones que estime pertinentes,

Secretario CEEA Presidente CEEA
Nombre: Ricardo Gonzdlez-Carrascosa Latin | Nombre: Teodomiro Lipez Navarrete
Fecha: 01/08/2018 Fecha: 01/08/2018
Firma: Firma: =

i Pabeiiin de Gobterng, planta 3. Campus E2 Ejido. 28071, Tel.: 852 134204
E EFQM- AENDR E@ L E-mall: ceumafuma.es
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JUNTR DE ANDALUCIA CONSEJERIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, PESCA Y

DESARROLLO SOSTENIBLE
Ceneal de fa roducotn Agikal
T e Dveesin Genera Agrkisls y Ciaradera
E L AISHL DL MR T
A e
LI 201959004 TRB1E - 15072015
D | uguion iy 1
| AN AL
il
Fecha: |1/07/2019 LINIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE MEDICINA
fet.: SSA/SISMD/ |y DEFARTAMENTO DE FARMACOLOGI ¥ PEDIATRIA
N R Pkl Att. da D, José Anfonio Gonzdlez Correa
il Bulevar Louls Pasteur 32
Campus de Teatings
29071 MALAGA

32 pdiunta resolucidn dz la Direccitn Genoral da l Produccion Agricala v Ganadera, pov B que sa
autoriza & [, José Antonic Gonzalez Carrea. un proyecin de experimentacian animal denominado: "Efectn
sindrgica da compuestos fenblicos del acedle de olva sabee 13 inflamacion vascular an diabetes”,

JEFE DEL SERVICHD DE SANIDAD ANIMAL

Fdo: Manued Farndndiz Moranin.

Talslwinba, /5
Telétano 95 5833000
ATHT . it

Chdigoebibouii? FRlEasslglbaire2n,
10 werTioariog de s ndum-mm-u:gm uméc'ﬂd.; e

FIRMADE Pam MANLITL FERNANDE MORENTE
o FiRus__ | B TR TR ang g 1M1 10
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JUNTA 1] mmmucm m::m GMNADERIA, PESCA ¥ DESARROLLOD

Mmuumw:m

mummﬂnuunucmnmuummumrmum
uuunmmummmmmﬂmuu PROYECTO DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Exarninada ks sofcitud de autangacian de 0. José Anionio Gonzdler Carrsa con BN, . para la
realigacsin de un proyecto de experimentacidn animal, s han apreciade los sgusnles

ANTECEDENTES DE HECHO
Primoro. Con fecha 28 de |unio do 2009, 0. José Antania Gonzdler Cores, &n sus condiciones de
resporisatiles dal prayectn, presentacon solicitd de aulicizacion para la Wikzecian go animules on &l sgaenle
preyecls de expanmentacion mwmmmmdﬂmmammw
inffamackin vascular on diabetes”,

Junto con fa soicitud, aports la propuests del provectn, ol informe dal Comils o, resumEn no Monics &
infarme de muskiacidn del proyects par f sigano habilitsde.

Segundo. La documentaciin aportada acredits sus ol intaretado tiene Lo Blubacide v formmackn espesifics
o dessarroliar proyectos expeneretales con anirales y cuents con & capactacion especiica pam ello,

Tercero. El kgar donde se dosarollars = proyeci S encuentra auiorizado como cenfro usLaria ¥ esld
inscrito en of Regstro de Explotaciones Ganaderas con ol numers ES290670001512.

Cmarto. Con fecha 1 de agusto de 2018, ol Coritt do Bica ded centro armiten un mhorme Favarable,
confartie &l RD 53/2013 de | ge fearer, por of que st establacen las nosmas bdsicas aplicabies para la
praleccitn de los animales utiizadas en experimsrtaricn ¥ alros fines cantifices, Inchyenda la doosncia,

Quimto. Con fecha 1 de agodto do 2008, Comils de Etica de Experimestacicn Animal [CEER) de la
Ursversidad do Midags degano habiltsde, b inffarme de mvaluackin lsverable dil provecte, indicando que ol
procedimients cwyos datas v evalescdn se peoporcionan han sdo evahuados con un nivel de dealle
apropiados i oue la ealuacion ha tomsstids en verilicar qua  proyocts cumple los requesios especiicadig
en ef arbeule 34 ded RD 53,2007 de ] de detvern

FUNDAMENTOS DE DERECHO

Primere, El articule 32 del Decrets 13372008, fe 24 de May, por of que 2 remls b dstrbucdn de las
nummmsmlmmhwnmaaﬁmm.ﬁmumm-mm
Consajnrias de Gabemecion y de ﬁmhmy?mdmaummahmm‘huwiunan
prova de foda sctividad expermental con Btimales que pueds ciusarks dole, sufrimsants, lesitn o muere,
pretsta en of arteulo 7.2 de b Liy®.

Poi au pern, articulo 58 del Decrelo 103/2019, de 21 de esern, por ol que s establecs ls estructura
mhmhmmﬁalcm.ﬂarmmpamyﬂmmﬂnmm.

"Corresponde @ la Dirsccion Ganeral de b Produccien Agriccla y Ganadera, ademids de las funciones
establacidas en of articulo 30 de (o Ley 9/2007, de 22 de oclubre. las sigubanbes:

i} L orclanaciéin y fomanto de la proteccitn v del blanestar animal®,

Couigoobian b 1P TRMALGP S /EuaES=0dRkKa
i dooumenin triinkos & e drecciin: A

MANLEL DOWEZ GALERA MNTE

FAGUBS1PFIRNALER kS ik ] FAINA 1 [ |
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Cusrte. [ articuls 19.1 del Docto 65/2002, de 13 de marm, par ol que an mgulan las condicionas ds
sanided y 2octcnicas de los animales sstshlace:

“Todos kos estableciniontos cuyo chists sea la produceitn, comencalizngion o usa de animales con Anes
aperimeanshes, clenifieas o educativas ubicados an I Cormunidad Autdnoma de Andabcis. presio &l lnicio de
I3 actividad, de conformidad can fo establocide an o arliculs 7 de b Ley 32/2007, de 7 de nenviemibira,
daberan nacrizirse es el Regstno Unico de Ganaderia de Andalocia, en b seccion de Explotaciones Ganaderas
de Andalucia, de conlormidad con & arlicula 33y deberdin tontar para su inscipcion con e autorizaciin
neeista en ol articul 36,1 da la Ley 8/ 2003, de 24 oy abril”,

mnmwmmnmnamwmawmwmdnwmmmn.msmqm
impica procedimientos clasficados coma materado ¥ no uliliza primates. Ademds, o contre donde e
dmmﬁr&hﬁhwmwﬂaﬂummmrhmm:mﬁhmmmlmmﬂum
capacitasdn para m.#&lwm&mthmdrhalmmihiMdmwbm:
:mﬂmdnmrnummnm-h-ﬂumnumm;«mmmm;mm
sedraspeciiva,

En consacincia, de confarmided con ks precapins citsdos v demis da ganeral aplicacitn,

RESUELVD

Primere, Autorizar a, [, Josd Ardormo Gonzdlas m.dmmmmm
compLiEstes endlicos del aceibe de eliva sobre hrfﬂaﬂmﬂnmlﬁumm‘,tmuhmriumde 3 afgs
¥ un mdmma de 5 afics,

Segundo. Asignar & mimern 5707/ 20157124, ol prayecio a los afsctes de curnphir can In sequends en o art.
AL1 del RD 5372013 de 1 de ebrern y by Decaian J012/T00/UE, sobre b regslacion v rassmision de
informacian referante af uso de fos animales.

mumnsmhdﬂﬂhmﬂnh oldgacion ce sustitulr, reducir y perfeceionar los
mm:lusahhpﬁrmddmmaummcumwummmhdwmn
aberrativaz estin debidamesla consdsrado y utilzadn tan pronts camo saa poshils,

Cuarte. Autorizar a D° Ana Viinuez Perer, & parbcipar con arterioidad & Anefizar su lotal capacacion en of
proyectn bajo supenisdn resoonsatss, o acluacianes o procadmientos leve o sin recuperacidn par [irado
0 SUPBNGE B SRS MEses,

Quinta. Jrdenar & nolificacsdn 0 la presante Resolucsn & W persona ineresads, con indicacén de gua
mlumimquahonmﬁnahkﬁadmm padr Ineipanes recurss de altada ants la Sra,
Consajora da mm.mm;.rnammm.mumd.mmamam
ddﬂ‘awamlmmemlaqarhnﬁaclmmmm.ﬁmmwmh
mummdwmh121muwasm1a@1mmwhmummmw
o las Administraciones Piblicas,

EL MRECTOR GENERAL
e Manuel Gémez Galera.
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8.2 ANEXO II: Ayudas y subvenciones para la realizacion de proyectos que

han permitido la realizacion de la presente Tesis Doctoral.

Esta investigacion ha sido financiada por:

e Ministerio de Economia, Industria y Competitividad de Espaiia, y por la Junta de
Andalucia, a través del Programa FEDER INNTERCONECTA del Centro para el
Desarrollo Tecnoldgico Industrial (CDTI), Proyecto NUTRADAF n? ITC-20161265,
“Caracterizacion y desarrollo de nuevos productos nutracéuticos procedentes de

la industria elaiotécnica con aplicaciones finales”.

e UMA-20-FEDERJA-54, “Efecto de fenoles del aceite de oliva virgen extra sobre las
complicaciones macro y microangiopaticas en un modelo experimental de

diabetes mellitus”.
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8.3 ANEXO Ill: Publicaciones relacionadas con la tesis doctoral.

De La Cruz, J. P, Osuna-Esteban, L., Rodriguez-Pérez, M. D., Ortega-Hombrados, L.,
Sanchez-Tévar, A. M., Martin-Aurioles, E., ... Gonzalez-Correa, J. A. (2024). Effect of a
Triterpenoid-Rich Olive Oil on Chronic Kidney Disease in an Experimental Model of

Diabetes Mellitus. Nutrients , 16(16). https://doi.org/10.3390/nul6162794
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Abstract: The aim of this study was to assess the effect of triterpenoids on the development of
diabetic nephropathy in an experimental model of diabetes mellitus. For this purpose, a destoned
and dehydrated olive oil (DDOO) was used, comparing its effects to a destoned olive oil (DOO).
DDOO had a higher triterpenoid content than DOO but an equal content of alcoholic polyphenols.
Four study groups (1 = 10 animals/group) were formed: healthy rats, diabetic control rats (DRs),
and DRs treated orally with 0.5 mL/kg/day of DOO or DDOO for two months. DRs showed
impaired renal function (proteinuria, increased serum creatinine, decreased renal creatinine clearance)
and morphology (glomerular volume and glomerulosclerosis). These alterations correlated with
increased systemic and renal tissue oxidative stress and decreased prostacyclin production. DDOO
administration significantly reduced all variables of renal damage, as well as systemic and renal
oxidative stress, to a greater extent than the effect produced by DOO. In conclusion, triterpenoid-rich
olive oil may prevent kidney damage in experimental diabetes mellitus.

Keywords: diabetes; nephropathy; olive oil; triterpenoids; oxidative stress; prostacyclin

1. Introduction

Chronic kidney disease is one of the complications that appear in the evolution
of diabetes mellitus, especially when glycemic control is inadequate [1,2]. More than
25-40% of patients with type 1 or type 2 diabetes mellitus suffer from nephropathy after
20-35 years of disease evolution [3]. The main clinical features of diabetic nephropathy
are increased urinary albumin excretion (>300 mg/day), decreased glomerular filtration
rate, and progressive deterioration of renal function ultimately leading to end-stage renal
failure [4]. The pathophysiology of diabetic nephropathy is complex and involves numerous
biochemical pathways that are related to each other, mainly by enhancing one another.
A state of sustained hyperglycemia activates, among others, four renal damage pathways:
(1) nuclear activation of growth factor synthesis, favoring mesangial cell proliferation
phenomena [5], (2) dysfunction of renal hemodynamics, mainly activating vasoconstrictor
factor synthesis pathways [6], (3) activation of inflammatory pathways, inducing the
synthesis of chemotactic molecules, leukocyte and endothelial adhesion molecules, nuclear
synthesis factors of various interleukins, etc. [7], (4) induction of biochemical pathways
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