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1. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA DIABETES MELLITUS

1.1.1. Definicion

Diabetes Mellitus es el término que hace referencia a un trastorno metabdlico
caracterizado por la elevacion de la concentracion de glucosa en sangre de forma
mantenida, debido bien, a un defecto en la produccion y/o secrecion de insulina, a la
resistencia de ésta para utilizar la glucosa, a un aumento en la produccion de glucosa,

o la suma de ellas (Petersmann et al., 2019).

En cuanto al diagnostico, los signos y sintomas mds frecuentes son poliuria,

polidipsia y polifagia, pero no todos los pacientes los presentan.

Los criterios utilizados para el diagnostico se basan en los planteados por la American
Diabetes Association (American Diabetes Association Professional Practice

Committee, 2022):

Determinacion de glucosa sérica en ayunas igual o mayor a 126 mg/dl (7,0 mmol/L)
y/o

Determinacion de glucosa sérica a las dos horas de la ingesta de 75 gramos de glucosa
anhidrada igual o mayor de 200 mg/dl (11,1 mmol/L) y/o

HbAlc igual o mayor de 6,5 % (48 mmol/mol)

El diagndstico debe confirmarse con un segundo valor alterado, bien en la misma
muestra de sangre, o en otra muestra distinta. No obstante, si existen sintomas
compatibles con hiperglucemia (polifagia, polidipsia y/o poliuria) y una glucemia
plasmatica aleatoria mayor o igual a 200 mg/dl (11,1 mmol/L), no precisa de un

segundo valor alterado.

1.1.2. Prevalencia e incidencia

En 2017, se determino la existencia de aproximadamente 425 millones de personas
adultas con diabetes mellitus en todo el mundo. Seglin valores estimados, esta cifra

rondaba los 382 millones en 2013 y no alcanzaba los 108 millones en 1980 (Instituto



Nacional de Estadistica, 2020; International Diabetes Federation, 2022) (Diabetes
Atlas de la FID). El tipo 2 representa el 90% aproximadamente de los casos. Estos
datos implican que un 8,8% de la poblacion mundial (aproximadamente uno de cada

11 adultos) presentan diabetes, siendo dos terceras partes menores de 65 afios.

La International Diabetes Federation (IDF) incrementa esta cifra a 693 millones

para el proximo 2045.

GLOBAL: 425 mill.

América dgl Norte Oriente Medio y
y Caribe Norte de Africa
46 mill. 39 mill.
R |
L) “’7 :

América Central iyt OPaQCilﬁC;)l
.| Occidenta
B Sudeste 1159 mill,
26 mill Asiatico y
- Africa 82 mill. v /&
% | 16 mill,

Figura 1.1. Personas afectas de diabetes en el mundo (datos extraidos de

International Diabetes Federation, 2022).

Segun el estudio di@bet.es, Espana en el afio 2020 presenta una incidencia anual

bruta de diabetes de 8,5 casos por cada 1000 personas (Rojo et al., 2020).



1.1.3. Clasificacion

Dependiendo el organismo que la realice, existen diferentes clasificaciones de la

diabetes mellitus.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) inicialmente reconocia tres tipos de

diabetes mellitus: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y diabetes gestacional.

El comité de expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) realiza la
division de diabetes mellitus en 4 grupos: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes
gestacional y diabetes producida por otras causas. En este ultimo subgrupo
encontramos la diabetes tipo MODY, diabetes neonatal (ambas producidas por

defectos genéticos de la funcion de las células ), entre otros.

Actualmente se han reunificado y consensuado ambas clasificaciones, reconociendo

los siguientes tipos de diabetes mellitus (ElSayed et al., 2023):

1. Diabetes tipo 1. Es debida a la destruccion autoinmune de células 3 de los Islotes

de Langerhans del pancreas, que suele conducir a una deficiencia absoluta de insulina
y por ende a un incremento cronico de la glucemia. Aqui se incluye también la

diabetes autoinmune latente de la edad adulta.

2. Diabetes tipo 2. Es debida a una resistencia tisular a la insulina, lo cual conduce a

una pérdida progresiva no autoinmune de la secrecion adecuada de insulina por las

células B. En este grupo se contempla el sindrome metabdlico.

3. Tipos especificos de diabetes. Son aquellos tipos que se deben a otras causas

diferentes de las anteriores, por ejemplo, sindromes de diabetes monogénica (como

la diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la madurez de los jovenes, mas

conocida como tipo MODY (-Maturity Onset Diabetes of the Young-), enfermedades

del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica y la pancreatitis), y diabetes inducida

por farmacos o sustancias quimicas (como con el uso de glucocorticoides, en el

tratamiento del VIH/SIDA o tras el trasplante de 6érganos).



4. Diabetes mellitus gestacional. Se diagnostica diabetes tipo 1 o tipo 2 en el segundo

o tercer trimestre del embarazo en mujeres que no padecian de diabetes claramente

manifiesta antes de la gestacion). Generalmente desaparece después de la gestacion.

1.1.4. Principales complicaciones de la diabetes mellitus

El correcto control de las cifras de glucemia a lo largo del tiempo puede disminuir o
incluso evitar la aparicion de complicaciones derivadas de la patologia glucidica,
mejorando la calidad de vida y también la supervivencia. Hay varios estudios
publicados donde se comprueba la relacion inversa que existe entre el correcto
control glucémico y el desarrollo de complicaciones de la diabetes, tanto en los
pacientes con DM tipo 1 como en pacientes con DM tipo 2 (Kirkman et al., 2018;
Leslie, 1999; Shichiri et al., 2000; Ueki et al., 2021).

El hecho de que se trate de una enfermedad cronica implica que el correcto control
debe ser diario y de por vida, hecho que hace que sea complicado y es por eso por lo
que el 75-80% de los pacientes a partir de los 10-15 afos de evolucion de la diabetes

presentan alguna complicacion de diferente tipo y gravedad.

Una hiperglucemia mantenida en el tiempo puede ocasionar dano en diferentes
organos y sistemas, pero tienen un factor comun: el dafio del sistema vascular. Se
identifican dos tipos de vasculopatias como complicacion a largo plazo cronica de la

diabetes mellitus: macroangiopatia y microangiopatia diabéticas (Figura 1.2.).



Hiperglucemia

v
Vasculopatia

/

Macroangiopatia Microangiopatia

l l

Enfermedad coronaria - SCA Neuropatia
Ictus Retinopatia
Enfermedad arterial periférica || Nefropatia

I+

Figura 1.2. Principales complicaciones vasculares de la diabetes mellitus (figura de

elaboracion propia).

1.1.4.1. MACROANGIOPATIA DIABETICA

Se refiere a un dafio en los grandes vasos sanguineos, siendo su desarrollo similar a
la pléyade de eventos arteriales acaecidos en la arteriosclerosis que se produce en

personas no diabéticas, tan solo que las lesiones son mas intensas y precoces.

La diabetes mellitus actiia favoreciendo la aparicion de una inflamacion vascular y
la posterior arteriosclerosis, produciendo como consecuencia final un proceso
isquémico trombotico. Las principales localizaciones de estos procesos son:
circulacion coronaria, cerebral y/o periférica, dando lugar a sindrome coronario
agudo, ictus isquémico y/o claudicacion intermitente, respectivamente. Estas
complicaciones aparecen en mayor medida en la diabetes mellitus tipo 2. La diabetes
mellitus por si misma, independientemente del resto de factores de riesgo
cardiovascular (hipercolesterolemia, hipertension arterial, obesidad, etc.), aumenta
en 2-4 veces la probabilidad de presentar un sindrome coronario agudo, un ictus

isquémico o incluso la muerte por causa cardiovascular (Henning, 2018).



La asociacion de la diabetes mellitus con una mayor incidencia de enfermedad
cardiovascular fue inicialmente demostrada en el estudio The Framingham study,
siendo esta asociacion entre dos y cuatro veces mayor en pacientes con diabetes

frente a pacientes sin diabetes (Fox, 2010; Kannel & McGee, 1979).

Segun algunas asociaciones cientificas, la diabetes ha llegado a considerarse un
“equivalente de riesgo cardiovascular”. Se ha demostrado que pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 sin enfermedad cardiovascular activa tenian una mortalidad similar a
pacientes sin diabetes mellitus y con enfermedad cardiovascular previa (Juutilainen

et al., 2005).

Desde el afio 2016 en adelante, las sociedades Europeas de Cardiologia, reconocen
que el riesgo cardiovascular en los pacientes con diabetes mellitus es similar a tener
patologia coronaria cuando la duracion de la enfermedad supera los 10 afos y/o

cuando existe deterioro de la funcion renal (Mach et al., 2020).

- Enfermedad arterial coronaria

La diabetes mellitus tipo 2 es un importante factor de riesgo que afecta a la
enfermedad arterial coronaria. Ademas, el 75% de los pacientes con este tipo de
diabetes mueren como consecuencia de enfermedades cardiovasculares, incluida la
enfermedad coronaria. En los pacientes, es mas probable que la enfermedad arterial
coronaria sea una enfermedad compleja caracterizada por una afectacion multivaso
pequeiia, difusa y calcificada y que a menudo requiere revascularizacién coronaria

ademas de un tratamiento médico 6ptimo para controlar la angina (Naito et al., 2017).

- Accidente cerebrovascular

La diabetes mellitus también se asocia con el dafio cerebrovascular. Su incidencia
estd incrementada en todos los grupos de edad, siendo los pacientes diabéticos de
raza afroamericana con edad inferior a 55 afios, y antes de los 65 afios en raza blanca,

los mas afectos (Lau et al., 2019).

El exceso de produccion de lactato cerebral que se produce en pacientes con diabetes

mellitus reduce la recuperacion del tejido dafiado en los accidentes cerebrovasculares



isquémicos, provocando mayor tamano del infarto final y en los hemorragicos
aumentando la expansion del hematoma y del edema perilesional, es por ello por lo
que los accidentes cerebrovasculares en pacientes diabéticos presentan un peor

prondstico (Chen et al., 2016; Quast et al., 1997).

- Enfermedad arterial periférica

Las manifestaciones clinicas mds significativas de los trastornos circulatorios
periféricos en la diabetes mellitus suelen ser las lesiones en el conocido “pie

diabético”, como son las ulceras y la gangrena (Edmonds, 2019).

La enfermedad arterial periférica en la diabetes se caracteriza por una afectacion
multisegmento con estenosis y/u oclusién de zonas del vaso, en su zona mas distal,
con formaciones colaterales insuficientes, siendo los territorios mas afectados la
circulacion a nivel crural y distal de las extremidades inferiores (Edmonds, 2019). La
diabetes, junto con el habito tabaquico, es uno de los factores de riesgo mas
importante, presentando de dos a cuatro veces mas riesgo que pacientes sin diabetes.
La prevalencia general de enfermedad arterial periférica en personas con diabetes
mellitus mayores de 40 anos es del 20%, aumentando a un 29% en los pacientes
mayores de 50 afios (Barnes et al., 2020). Se estima que el 1% de los pacientes con
diabetes seran sometidos a amputacion de miembros inferiores a lo largo de la

enfermedad (Sen et al., 2019).

1.1.4.2. MICROANGIOPATIA DIABETICA

Al contrario de la macroangiopatia, afecta predominantemente a los pequefios vasos
arteriales y a los capilares, aparece con mayor frecuencia en la diabetes mellitus tipo
1 y es un proceso patognomonico de la diabetes mellitus. Como factor comun a la
macroangiopatia, su aparicion depende del correcto control glucémico, dependiendo

de éste el momento de su aparicion y la intensidad de la afectacion (Sun et al., 2021).

La neuropatia periférica, retinopatia y nefropatia diabética son las tres principales

complicaciones derivadas de la microangiopatia diabética.



Neuropatia diabética

Es también conocida como neuropatia periférica diabética y hace referencia a la
presencia de signos y/o sintomas de afectacion del nervio periférico debidos al daio
en los sistemas nerviosos somatico y auténomo en pacientes con diagnostico de
diabetes mellitus, tras haber excluido otras causas. La neuropatia diabética se
clasifica en dos tipos: neuropatia focal y neuropatia difusa. Esta ultima presenta
diferentes subtipos, siendo los dos mas frecuentes la polineuropatia sensitivo-motora
distal simétrica (75% de las neuropatias) y la neuropatia autondmica, siendo las mas

comunes y teniendo una presentacion progresiva (Russell et al., 2014; Torné, 2019)

Afecta tanto a pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (45%) como a los de tipo 2 (54-
59%), pudiendo ser asintomatica en hasta el 50% de los casos y aparecer en cualquier

momento del transcurso de la enfermedad (Sasaki et al., 2020).

El diagnostico es fundamentalmente clinico, apareciendo inicialmente los sintomas
sensitivos (dolor, parestesias y la pérdida sensorial). La afectacion motora es
infrecuente y en caso de aparecer, lo hace en fases mas avanzadas. Esta alteracion
nerviosa favorece la aparicion de otras complicaciones tardias, como seria la
ulceracion del pie y las alteraciones osteoarticulares como la neuro-artropatia de

Charcot (Russell et al., 2014; Torné, 2019).

Fisiopatologicamente, podriamos decir que la neuropatia diabética se centra en las
anomalias vasculares provocadas por la hipoxia, tales como el engrosamiento de la
membrana basal de los capilares y la hiperplasia endotelial. Estas lesiones son
causadas por un estado de hiperglucemia mantenida, que produce una
hiperactivacion de la via de los polioles, lo que da como resultado una disminucion
del mioinositol, la via de los productos finales de glicacion, la via de la diacilglicerol-
protein cinasa C (DAG/PKC), asi como la via de la hexosamina, que conduce a un
estado de estrés oxidativo provocando una reduccion del flujo sanguineo y, por

consiguiente, el dafio neuronal (Jin & Ma, 2021).



Retinopatia diabética

Se trata de la microangiopatia mas frecuente en la poblacion diabética, presentando
cifras de incidencia similares entre la diabetes tipo 1 y la tipo 2, tan solo varia el tipo
de lesiones principales: isquémicas en la tipo 1 y edematosas en la tipo 2. No
obstante, es la principal causa de pérdida visual y ceguera de los adultos entre 20-65
afos (Vieira-Potter et al., 2016). La pérdida visual es 25 veces mas comun entre las
personas con diabetes mellitus que en las personas sin esta enfermedad (Mahmood
et al.,, 2023). Segin la Federacion Internacional de Diabetes y la International
Association on the Prevention of Blindness, una de cada tres personas de los 415
millones que viven en el mundo, desarrollara alguna forma de dafio ocular a lo largo
del transcurso de la enfermedad (International Diabetes Federation, 2022; Wong et

al., 2016).

La retinopatia diabética afecta a los pequefios vasos de la retina, presentando una
mayor permeabilidad y mayor riesgo de hemorragias oculares y exudados lipidicos,
pudiendo desarrollar nuevos vasos (neovascularizacion retiniana) como intento de

compensacion de una isquemia (Wong et al., 2016).

La forma de lesion retiniana condiciona el tipo de retinopatia clinica, distinguiéndose

dos tipos (Yang et al., 2022):

Retinopatia diabética no proliferativa (leve, moderada y grave): las formas leve y
moderada pueden no progresar y no amenazar a la vision, a diferencia de la forma
grave, que se caracteriza por la aparicion de microaneurismas, microangiopatia
capilar, engrosamiento de membrana basal, hemorragias parenquimatosas, lesiones
microvasculares, exudados duros y anomalias venosas.

Retinopatia diabética proliferativa: es la etapa avanzada de la retinopatia diabética.
Pueden aparecer neovascularizaciones, hemorragias prerretinianas o vitreas,

proliferacion fibrovascular y desprendimiento de retina (Wong et al., 2016).

La inflamacion de los vasos sanguineos retinianos puede ser debida a diferentes
estimulos, como serian la hiperglucemia mantenida, altas concentraciones de

citosinas y quimiocinas circulantes o vitreas, AGE (advanced glycation and



products), especies reactivas de oxigeno y factores de crecimiento (Jin & Ma, 2021).
El aumento del estrés oxidativo, inducido por cada una de las vias bioquimicas
anteriores, combinado con los niveles reducidos de glutation, inducen la produccién
de mediadores inflamatorios, la destruccion de la barrera hematorretiniana, la muerte
de los pericitos capilares y, como consecuencia, un aumento de la permeabilidad
vascular. La hipoxia retiniana estimula la produccion de citosinas proinflamatorias y
factores de crecimiento proangiogénicos, promoviendo el crecimiento descontrolado
de nuevos vasos sanguineos y la pérdida de células de la retina (Jin & Ma, 2021;

Zhabg et al., 2023).

Nefropatia diabética

La diabetes mellitus es la primera causa de enfermedad renal cronica terminal con
necesidad de tratamiento sustitutivo renal, y la tercera causa de trasplante renal (tras
poliquistosis renal y glomerulonefritis cronica). El registro anual de la Sociedad
Espaiola de Nefrologia en el afio 2016 situé en un 23,1% la cifra de pacientes con
diabetes que precisaron inicio de tratamiento sustitutivo renal (Umanath & Lewis,

2018).

Se trata de la pérdida parcial o total de la funcion renal asociada con sindrome
nefrotico, albuminuria cronica (excrecion de albumina urinaria igual o superior a 300
mg/dia, al menos dos veces, con 3-6 meses de diferencia), lesiones glomerulares
tipicas (glomeruloesclerosis), reduccion del filtrado glomerular, hipertension y
retencion hidrica, en ausencia de otra patologia renal. La presencia de retinopatia es
un criterio diagndstico de nefropatia diabética, pero su ausencia no excluye la

existencia de la afectacion renal en contexto de diabetes (Alicic et al., 2017).

La albuminuria en la diabetes mellitus se asocia con unas caracteristicas
histopatologicas distintivas como el engrosamiento de la membrana basal glomerular
y la expansion mesangial. La nefropatia diabética progresa a través de cinco etapas

(Naaman & Bakris, 2023):

- Etapa I: hiperfiltracion hipertréfica
- Etapa II: quietud fisiopatologica
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- Etapa III: microalbuminuria
- Etapa IV: insuficiencia renal cronica

- Etapa V: insuficiencia renal terminal

El 20-30% de los pacientes con diabetes mellitus de larga evolucion (15 afos
aproximadamente) presenta microalbuminuria y casi la mitad de ellos desarrollara
una nefropatia real. A partir de los 20 afios de evolucion, la mitad de los pacientes
desarrollara nefropatia y el 15% de ellos evolucionard a una etapa terminal de

insuficiencia renal.

En cuanto al mecanismo de produccion, la hiperglucemia crénica induce las mismas
vias bioquimicas comentadas en la neuropatia y en la retinopatia. La activacion de
multiples cascadas de transduccion de sefiales conduce a la liberacion de mediadores
proinflamatorios y profibréticos, cambiando la hemodindmica renal y contribuyendo
al cambio en la estructura y funcioén del rifdn (alteracion de la permeabilidad
glomerular, engrosamiento de la membrana basal glomerular, hiperfiltracion
glomerular, sintesis de matriz mesangial...) provocando finalmente esclerosis del
glomérulo y la fibrosis intersticial, asi como una disminucion de la fraccion de

filtrado glomerular (Lin et al., 2018).

1.2. FISIOPATOLOGIA DE LAS COMPLICACIONES VASCULARES DE
LA DIABETES MELLITUS

1.2.1. Mecanismo del daino vascular

En el &mbito vascular, las cifras elevadas de glucosa de forma mantenida establecen
una secuencia de fendémenos bioquimicos que tienen como consecuencia final la
alteracion del endotelio como organo, disfunciéon del musculo liso vascular,
alteraciones de los elementos de la coagulacion, deficiente metabolismo de los
lipidos, etc., y todo ello se manifiesta finalmente como enfermedad micro y
macrovascular. Si a esto le afadimos otros factores de riesgo cardiovasculares
(hipertension, dislipemia, tabaquismo, obesidad), tenemos como consecuencia tasas
de evolucion mas rapidas con aparicion de esta patologia en edades mds tempranas

(Henning, 2018).
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La célula endotelial ha ido aumentando en importancia en los modelos de
investigacion de la enfermedad vascular, llegando a ser el principal responsable, por
su funcién, de la mayoria de los fendmenos relaciones con la enfermedad
arteriosclerdtica y sus consecuencias (Shi & Vanhoutte, 2017). Ademés de ocupar
una posicion estructural en la interrelacion de la sangre y la pared del vaso, cumple
un conjunto de funciones destinadas a mantener la homeostasis del sistema
estableciendo un equilibrio mediante la activacion de una maquinaria citoplasmatica,
que es capaz de producir sustancias biologicamente activas que modifican la
hemodinamia del sistema, y también la expresion de receptores de membrana que
modifican las capacidades de los elementos figurados para adherirse, migrar o
aglutinarse. Por tanto, en términos generales, la disfuncion endotelial se traduce en
alteraciones de la regulacion del flujo sanguineo, migracion anormal de células entre
las capas de la pared del vaso, alteraciones en la diapédesis de células inmunoldgicos

y fenémenos trombdticos (Zhang, 2022).

Los fenémenos fisiopatologicos que se producen en la disfuncién endotelial en el
transcurso de la diabetes mellitus se resumen en los siguientes eventos (Carrizzo et

al., 2018):

Alteracion en la biodisponibilidad del 6xido nitrico.
Aumento de la produccion de vasoconstrictores.
Alteracion en la funcion del musculo liso vascular.

Expresion anormal de receptores de membrana que aumentan la adhesion y

migracion celular y estimulan la agregacion plaquetaria.
Aparicion de fendmenos inflamatorios en la pared vascular.

1.2.2. Etapas del daiio vascular

Los cinco fendémenos descritos anteriormente, se pueden agrupar en lo que llamamos
las 3 etapas del dafio vascular. Se trata de etapas progresivas, es decir, una etapa
conduce a la siguiente; por tanto, si se consigue frenar o bloquear una, se retrasa o

evita la aparicion de la siguiente.
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1.2.2.1. PRIMERA ETAPA: CAMBIOS EN LAS ViAS BIOQUIMICAS
INTRA-CELULARES

El exceso de glucosa en sangre de forma mantenida provoca cambios importantes en
el metabolismo celular, fundamentalmente con el objetivo de disminuir el acimulo
de glucosa a raiz de estar saturadas las vias fisiologicas de utilizacion de dicha
glucosa. Las principales vias bioquimicas que se ponen en marcha en esta situacion
son: ruta de los polioles, ruta de las hexosaminas, glicosilacion no enzimatica (AGE),
activacion de la via del diacilglicerol-proteina cinasa C (DAG-PKC); la activacion
de estas rutas bioquimicas tiene un punto comun final para todas ellas: la generacion
de un estrés oxidativo celular, punto clave y central de todo el proceso fisiopatologico
en las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus. Estas alteraciones se

describen por separado, pero estan interrelacionadas entre si.

Ruta de los polioles

El rifién, retina, corazén y tejido nervioso son insulino-independientes para la
captacion de glucosa, y es por lo que son los 6rganos que manifiestan las principales
complicaciones derivadas de la hiperglucemia. En éstos, la glucosa puede seguir la
ruta de los polioles, donde se transforma por la accion sucesiva de la aldosa reductasa
(AR) en sorbitol dependiente de NADPH+ H", y la sorbitol deshidrogenasa (SDH)
que oxida el sorbitol a fructosa generando NADH+ H* respectivamente. Una
consecuencia del consumo de NADPH es que disminuye la actividad de otras
enzimas como la 6xido nitrico sintasa (eNOS), la glutatiéon reductasa (GR), la
catalasa y la NADPH oxidasa, lo que se traduce en la deficiencia de los sistemas
antioxidantes en el paciente diabético (Bonnefont-Rousselot, 2002; Brownlee, 2001

(Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Esquema bésico de la via de los polioles (figura de elaboracion propia).

Ruta de biosintesis de las hexosaminas

La glucosamina-6-fosfato se origina a partir de la fructosa-6-fosfato y glutamina; tras
tres reacciones da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y a la UDP-N-
acetilgalactosamina. Ambas se utilizan en la formaciéon de glicoproteinas y
proteoglicanos. En la diabetes mellitus existe un aumento de flujo a través de esta
via, contribuyendo al aumento de la expresion de genes como los de TGFa, TGFB1
(factores de crecimiento transformante) y del inhibidor del activador del
plasminogeno-1 (PAI-1). También participa en la resistencia a la insulina inducida
por lipidos e hiperglucemia. Administrando glucosamina se ha observado una
correlacion entre el incremento de UDP-N-acetilglucosamina y la actividad de la
GFAT; con la baja captacion de glucosa en los tejidos adiposo y muscular (Singh et

al., 2007) (Figura 1.4.).
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Figura 1.4. Esquema bésico de la via de las hexosaminas (figura de elaboracién

propia).

Glicosilacién no enzimatica: formacién de productos finales de glicacion avanzada

(AGE)

La glucosa se puede unir de manera no enzimatica a grupos amino libres de proteinas
y lipidos dando lugar a AGE (advanced glycation and products) que pueden
acumularse en las células durante periodos prolongados (Pinto et al., 2022). La
formacion de AGE se acelera en la diabetes mellitus; a mas concentracion de glucosa

en sangre, mayor formacion de AGE (Figura 1.5.).
Los precursores de AGE intracelulares dafian a las células por tres mecanismos:

Interaccionan con proteinas intracelulares (de sefializacion).

Con macromoléculas de la matriz extracelular, que interactiian de forma andémala con
otros componentes y los receptores de las integrinas.

Las proteinas plasmaticas modificadas por los precursores se unen a los receptores

RAGE en las células endoteliales, mesangiales y los macrofagos. Asi, aumenta la
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sensibilidad de los vasos sanguineos a los radicales libres, y al dafio que causan al

ADN nuclear.

Azucares Grupos amino
reducidos libres
Productos Productos Derivados
glicados de lipoxidacion ADN glicados
AGE AGE ADN-AGE

Figura 1.5. Esquema basico de formacion de los productos finales de glicacion

avanzada (figura de elaboracion propia).

- Activacion de la via del diacilglicerol-proteina cinasa C (DAG-PKC)

La PKC regula muchas funciones celulares, sobre todo la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular. Los niveles elevados de glucosa intracelular
aumentan la concentracion de diacilglicerol (DAG), por un aumento de la sintesis de

novo, siendo un potente estimulador de la PKC (Mochly-Rosen et al., 2012).

Otras vias también contribuyen al aumento de la PKC en la diabetes mellitus, como
serian la activacion del inositol trifosfato (IP3) o el desequilibrio NADH/NAD+. El
aumento de la sintesis de DAG y la activacion prolongada de PKC pueden favorecer

la liberacion de factores de crecimiento celular (Mochly-Rosen et al., 2012).

- Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la

produccion excesiva de especies reactivas y radicales libres, que provocan daio
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oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa. Casi todas las actividades antioxidantes endogenas
disminuyen en la diabetes mellitus (Azul et al., 2020). El dafio celular que producen
los radicales libres ocurre en los enlaces de proteinas (polimerizaciéon andmala), los
fosfolipidos (peroxidacion de lipidos), hidratos de carbono y acidos nucleicos, lo que
provoca gran variedad de cambios bioquimicos y fisioldgicos en la célula,

ocasionados por la activacion de una reaccion en cadena (Demirci-Cekig, 2022).

La acumulacién de radicales libres puede dar lugar a la glicacion no enzimatica de
proteinas, la activacion de la via DAG-PKC, la acumulacién de sorbitol y la
activacion de la expresion del factor nuclear NFkB en las células endoteliales;
asimismo, todas estas vias se reconocen como generadoras de radicales libres,
cerrando un circulo vicioso de autoestimulacion (An et al., 2023) (Figura 1.6.). En
un apartado posterior analizaremos con mas detalle el papel del estrés oxidativo en

la génesis y evolucion de las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus.

Hlperglucemla

Ruta de los polloles | Ruta de las hexosaminas | | AGE | Ruta DAG-PKC
Estrés
oxidativo

Figura 1.6. Interaccion bidireccional entre estrés oxidativo y vias bioquimicas

activadas por la hiperglucemia croénica (figura de elaboracion propia).

1.2.22. SEGUNDA ETAPA: DISFUNCION ENDOTELIAL

Las diferentes alteraciones bioquimicas que se producen en la diabetes mellitus

tienen un punto en comun, el endotelio, donde se produce una alteracion de sus
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funciones, teniendo como resultado final la disfuncion endotelial, centro

fisiopatologico de la mayor parte de las alteraciones cardiovasculares.

Se conoce como disfuncion endotelial la presencia de un fenotipo endotelial alterado
caracterizado por una biodisponibilidad reducida de 6xido nitrico (NO), estrés
oxidativo aumentado, expresion aumentada de factores protromboéticos y
proinflamatorios y una reactividad vascular aumentada (incremento de endotelinas y
disminucion de prostaciclina (Xu et al., 2021). En las pruebas de funcionalidad se
observa una vasodilatacion, dependiente de endotelio, deteriorada y una activacion
endotelial caracterizada por un estado proinflamatorio, proliferativo, prooxidante y
procoagulante (Clyne, 2021). Esto conduce a un desequilibrio en la circulacion

sanguinea y, por ende, en los 6rganos irrigados por los vasos afectos.

El endotelio humano posee una serie de funciones, todas ellas conducentes a
mantener un flujo sanguineo adecuado en cada momento a los tejidos. Las principales

funciones, de forma muy resumida, son las siguientes (Figura 1.7.):

- Barrera fisica, con el objetivo de mantener a la sangre dentro de la luz vascular y

permitir la salida de sustancias en su lugar adecuado.

- Reparacion de dafio vascular. En caso de una ruptura morfologica o un proceso
de isquemia focal, el endotelio sano intenta recomponer esos posibles fallos, para ello
produce el factor de crecimiento vascular derivado del endotelio (VEGF), que

favorece la neoformacion de vasos en una zona localizada.

- Regulacion del tono vascular. Para ello, las células endoteliales producen
compuestos vasoconstrictores (endotelinas) y, en mayor medida, vasodilatadores
(prostaciclina y 6xido nitrico). La prostaciclina se une a sus receptores de membrana
de la fibra muscular lisa vascular y estimula la formacion de AMPc; el NO difunde
hacia esta capa vascular e incrementa la produccion de GMPc; ambos nucleétidos
son los responsables de la relajacion de las fibras musculares, produciendo
vasodilatacion. La endotelina-1 se une a sus receptores de membrana en las células
musculares vasculares, incrementando los niveles citoplasmaticos de calcio,

provocando vasoconstriccion.
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- Regulacion de la hemostasia. En términos generales, el endotelio es un 6rgano
antitrombdtico, siendo quizés una de sus principales funciones la de mantener una
hemostasia que no se active en condiciones no hemostaticas, es decir, evitando la
activacion trombotica. Para ello produce compuestos antiagregantes plaquetarios
(prostaciclina, 6xido nitrico), anticoagulantes (trombomodulina, complejo proteina

C/proteina S) y pro-fibrinoliticas (activador tisular del plasmindgeno).

Todas estas funciones se alteran en la diabetes mellitus con un mal control metabolico

(Figura 1.8.).

Regulacion
hemostasia

Antiagregantes plaquetarios (prostaciclina, 6xido nitrico)
Anticoagulantes (trombomodulina, complejo proteina C/proteina S)
Pro-fibrinoliticas (activador tisular del plasmingeno)

| l

Funcion
de barrera

Regulacion Reparacion
tono vascular daifio vascular
Vasoconstrictores (endotelinas) VEGF

Vasodilatadores (prostaciclina y 6xido nitrico)

Figura 1.7. Principales funciones del endotelio vascular (figura de elaboracion

propia).
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Figura 1.8. Principales consecuencias de la disfuncion endotelial (figura de

elaboracién propia).

1.2.2.2.1. Alteracion de la funcion antitrombotica

Como ya hemos indicado, la funcion antitrombotica del endotelio se produce como
consecuencia de la liberacion de sustancias antiagregantes plaquetarias (ADPasa, NO
y prostaciclina), sustancias anticoagulantes (trombomodulina y similares a heparina)
y estimuladores de fibrindlisis (tPA o activador tisular del plasmin6geno) (Neubauer
& Zieger, 2022). Todas estas funciones se alteran en los pacientes diabéticos con un
mal control de sus cifras de glucemia. Paralelamente, en un estado hiperglucémico
mantenido en el tiempo, también existe un estado de activacién plaquetaria, que,
junto a la disfuncion endotelial, agrava la posibilidad de una activacion trombética

(Maruhashi & Higashi, 2021; Neubauer & Zieger, 2022).

Para contextualizar lo anterior, es importante conocer el funcionalismo plaquetario,

para asi entender cudl es su papel y funcion en el estado protrombdtico de la diabetes
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mellitus, ya que conduce a que estos pacientes tengan mayor riesgo de accidentes

isquémicos.

Funcion plaquetaria

Las plaquetas son elementos sanguineos de pequefio tamafio y forma oval, que
cumplen con diferentes funciones, entre las que destacan su papel en la reparacion
de las lesiones vasculares internas y participacion en el proceso de la coagulacion.
Cuando un estimulo protrombdtico interactia con una plaqueta, ésta es capaz de
cambiar su forma oval, emitiendo pseuddpodos, y de esta forma se adhiere a otras
plaquetas y al subendotelio vascular, liberando todo su contenido y formando, como
resultado final, el trombo arterial. La liberacion del contenido intraplaquetario tiene
varios objetivos: activar a nuevas plaquetas (reclutamiento plaquetario), facilitar el
proceso de vasoconstriccion (serotonina, calcio) y activar la fase plasmatica de la
coagulacién (factor 3 plaquetario). Asi, el trombo crece y se estabiliza, originando

un proceso obstructivo-isquémico bien establecido (Yung et al., 2016).

Desde que se expone el coldgeno subendotelial a la sangre hasta que se forma el

agregado plaquetario primario se puede definir como un proceso de cuatro fases:
. Fase de lesion vascular:

El endotelio vascular, mediante mecanismos quimicos y fisicos, evita que las
plaquetas se adhieran y queden retenidas en algun punto de la circulacion vascular,

y asi no puedan formar trombos arteriales.

Cuando los mecanismos antiplaquetarios del endotelio fallan, puede ser debido a una
desendotelizacion fisica en la superficie de las células endoteliales, perdiendo asi su
carga negativa, que servia en condiciones fisioldgicas para “repeler” en parte a las
cargas negativas de la superficie de las plaquetas (Ni et al., 2020). Por otra parte, el
colageno subendotelial se pone en contacto con la sangre y sus elementos y,

exponiendo su carga eléctrica positiva, atrae asi a las plaquetas.
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. Fase de adhesion:

Las plaquetas circulantes pueden adherirse a la pared de los vasos sanguineos
dafiados o al endotelio disfuncional, promoviendo el reclutamiento de células
involucradas en la inmunidad innata y adaptativa. El endotelio dafiado cambia su
estado a protrombotico, aumentando la liberacion de difosfato de adenosina (ADP)
y de factor de von Willebrand, e incrementando la expresion de factor tisular (TF),
asi como de diversas moléculas de adhesion, como las moléculas de adherencia
intercelular (ICAM), las moléculas de adhesion a células vasculares (VCAM) y las

proteinas quimiotacticas de monocitos 1 (MCP-1), entre otras (Iba & Levy, 2018).

La P-selectina es una molécula de adhesion indispensable para la unién de las
plaquetas al endotelio a través del ligando de P-selectina (PSGL-1) o con el receptor
del factor de von Willebrand glicoproteina Ib (GPIb) presentes en el endotelio; a su
vez, las plaquetas se unen mediante el mismo receptor GPIb a la P-selectina del
endotelio, permitiendo la adhesion y el rodamiento de estas sobre la capa endotelial

(Blair & Frelinger, 2020).

Otras sustancias proagregantes plaquetarias (ADP, tromboxano, serotonina,
trombina...) activan una serie de vias metabdlicas, cuyo objetivo es liberar calcio al

citoplasma plaquetario.

En este momento, las plaquetas son mas adhesivas a la superficie endotelial y a otras
plaquetas, iniciandose de esta forma el camino hacia una activacion plaquetaria

plena.

En la Figura 1.9. se muestran los dos procesos claves de interaccion entre leucocitos
y células endoteliales (inicio del proceso de la vasculopatia) y plaquetas y
subendotelio vascular (consecuencia del desarrollo de la inflamacion vascular y la

disfuncion endotelial).
. Fase de activacion:

La activacion de las glucoproteinas de membrana, sustancias procedentes de otras

células y sustancias procedentes de la coagulacion plasmatica, intentan inducir la
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activacion plaquetaria, constituyendo el inicio de las vias de activacion/inhibicion

plaquetaria.

Leucocitos
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Subendotelio
W Transmigracién

Anclaje

Q

Endotelio

PIaquetas Agregacion
Anclaje Rodamiento
Adhesion
Endotello %
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Figura 1.9. Interaccion entre leucocitos y células endoteliales (inicio del proceso de
la vasculopatia) y plaquetas y subendotelio vascular (consecuencia del desarrollo de

la inflamacién vascular y la disfuncion endotelial) (figura de elaboracion propia).
Activacion plaquetaria:

La adhesion plaquetaria comienza a exponer glicoproteinas receptoriales y a liberar
compuestos intraplaquetarios cuya mision es la de activar a otras plaquetas y reclutar
nuevos trombocitos para incrementar la formacion del agregado plaquetario
irreversible. La union que se produce entre estos activadores trombocitarios y los
receptores especificos de membrana, facilita la activacion de proteinas G acopladas
a receptores de membrana. Tras su unién a la activacion de la fosfolipasa C (PLC)
por parte de las proteinas G estimulantes, se activa el ciclo del fosfoinositol, cuyos
dos productos fundamentales son: diacilglicerol (DAG), cuyo metabolismo conduce

a la produccién de acido araquiddnico, y el inositol trifosfato (IP3), el cual activa la
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salida de calcio de sus depdsitos intracelulares al citoplasma (Smyth et al., 2009). La
salida de calcio al citoplasma estimula a otra enzima, la fosfolipasa A2 (PLA2), quien
libera acido araquidonico de los fosfolipidos de membrana. Sobre el &acido
araquidonico actua la enzima ciclooxigenasa (COX), formandose una serie de
prostaglandinas, que finalmente producen dos prostanoides fundamentalmente:
tromboxano Az (TxAz) en la plaqueta y prostaciclina o prostaglandina I> (PGI2) en la
pared vascular, siendo el TxA» un potente agregante plaquetario y vasoconstrictor, y
la PGL: un potente antiagregante plaquetario y vasodilatador (Mitchell et al., 2021).
Se denomina balanza tromboxano/prostaciclina al equilibrio entre ambos, debido al
mismo origen de ambos prostanoides con funciones tan opuestas, siendo de gran

importancia para el correcto funcionamiento de las plaquetas.

El calcio libre citoplasmatico se une a la calmodulina citoplasmatica, formando el
complejo calcio-calmodulina, que activa la contraccion de los filamentos de actina y
miosina plaquetarios, produciendo la liberacion de su contenido y activando nuevas
plaquetas y también la fase plasmatica de la coagulacion (Smyth et al., 2009) (Figura
1.10.).
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Figura 1.10. Mecanismo de activacion plaquetaria (figura de elaboracion propia).

(ADP: adenosina difosfato; 5-HT: 5-hidroxi-triptamina (serotonina); TxAz: Tromboxano Az; PLA2:
Fosfolipasa Az; PLC: fosfolipasa C; PC: fosfatidilcolina; AA: 4cido araquidonico; PG: prostaglandina;
GP: glucoproteina; PIP»: difosfoinositol; DAG: diacilglicerol; IPs: inositol trifosfato; Ca*™: calcio;
Cdm: calmodulina)

Inhibicion plaquetaria

Al mismo tiempo, existen mecanismos opuestos a los anteriores, provocando la
inhibicion de la funcion plaquetaria. Estos mecanismos se centran en los nucleotidos
plaquetarios AMPc y GMPc. La adenosina y la prostaciclina se unen a sus receptores
especificos de membrana y activan la adenilciclasa, que forma AMPc a partir de
ATP. La enzima fosfodiesterasa AMPc-dependiente (tipo III) tiene como funcion
degradar este nucledtido a AMP, inactivo sobre la funcién plaquetar (Fuentes et al.,

2014; Makhoul et al., 2018).
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El 6xido nitrico activa directamente la guanilciclasa, que produce GMPc, tanto en la
plaqueta (inhibicion de la activacion trombocitaria) como en la fibra muscular lisa de
la pared arterial (vasodilatacion); la fosfodiesterasa tipo IV tiene como funcion
degradar el GMPc a GMP, inactivo a efectos de funcionalismo plaquetario. Tanto el
AMPc como el GMPc activan los mecanismos de transporte de entrada de calcio a
sus depdsitos intracelulares, por lo que evitan la liberacion granular y, por tanto, la

activacion trombocitaria (Fuentes et al., 2014; Makhoul et al., 2018) (Figura 1.11.).

INHIBICION
ACTIVACION PLAQUETARIA
I Plagueta
Ca++
fd 1N fd IV gc
ATP—> AMPc —— AMP GMP «—— GMPc «—— GTP
X p.J
\ / Endotelio
PGl, «—— AA L-arginina —— NO
/ \
4 \
d 1 fd IV
ATP—»AMPc —» AMP GMP <+——GMPc 4— GTP
Fibra muscular lisa
| VASODILATACION |

Figura 1.11. Mecanismos basicos de inhibicion plaquetaria enddgena (figura de

elaboracion propia).

(NO: 6xido nitrico; PGI2: prostaciclina; ge: guanilciclasa; ac: adenilciclasa; fd: fosfodiesterasa)
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. Fase de agregacion plaquetaria:

El calcio libre citoplasmatico facilita, ademas de la liberacion del contenido granular
de sus depositos, los mecanismos de externalizacion de otros complejos de
glucoproteinas, como por ejemplo el denominado IIb/Illa, que sirve de receptor para
el fibrindgeno (Yang et al., 2019), facilitando la unién entre plaquetas a través de

puentes compuestos por la triada:
GP IIb/Ila (plaqueta 1) — fibrindgeno — GP IIb/IlIa (plaqueta 2)

Dependiendo de la consistencia de la activacion plaquetaria existen dos tipos de

agregacion:

Agregacion reversible: cuando la activacion plaquetaria no es lo suficientemente
fuerte, la liberacion de los granulos es fundamentalmente del tipo alfa y se externaliza
un porcentaje de complejos glucoproteicos IIb/Ila. De esta forma, los agregados son
débiles y facilmente disueltos por los mecanismos antiagregantes endogenos,
formando asi microagregados que pueden devolver a sus plaquetas a la circulacion
sanguinea. No obstante, estas plaquetas no disponen de parte de su contenido
granular, y circulan parcialmente activas por los vasos de tal forma que, se activaran

con mucha facilidad ante un minimo estimulo intravascular.

Agregacion irreversible: cuando la activacion plaquetaria es completa y firme, la
plaqueta activa todos sus sistemas enzimaticos, libera todo su contenido y externaliza
la mayor parte de los complejos glucoproteicos. Al no poseer nicleo, no puede

realizar sintesis de novo y esto le condiciona una muerte bioldgica.

1.2.2.2.2. Alteracion de la funcion de regulacién del flujo sanguineo

Las endotelinas (ET) son los vasoconstrictores endoteliales de mayor relevancia. Se
sintetizan y liberan en las células endoteliales por la accion de multiples factores,
como por ejemplo citoquinas, trombina, insulina, factores de crecimiento, etc. y son
controladas de forma negativa por prostaciclina, heparina y NO, entre otras. El

subtipo 1 de endotelina (ET-1) interacciona directamente con receptores de
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especificos de membrana en la fibra muscular lisa vascular (A y B), desencadenando

un efecto vasoconstrictor (Angeli et al., 2021).

La prostaciclina y el NO son los compuestos vasodilatadores de origen endotelial de
mayor relevancia, es por eso por lo que merecen mencion a parte. Ambos tienen una
vida media muy corta, por lo que sus efectos unicamente son percibidos por las
células que estdn en contacto directo con el endotelio: las plaquetas y las fibras

musculares lisas vasculares (Figura 1.11.).

. Prostaciclina: se forma a partir del 4cido araquidéonico (AA) mediante la
participacion de la ciclooxigenasa, para formar endoperdxidos. La actividad
ciclooxigenasa se reconoce tanto en las plaquetas como en el endotelio, siendo la
principal diferencia que, cuando se activa en las plaquetas implica en segundo lugar
a la tromboxano sintetasa, que produce tromboxano Az (potente vasoconstrictor y
agregante plaquetario) y, por el contrario, cuando se produce en el endotelio implica
en segundo lugar a la prostaciclina sintetasa (potente vasodilatador y antiagregante
plaquetario) (Zhou et al., 2021). La prostaciclina se une a receptores de membrana
especificos de una proteina G que estimula la adenilciclasa, aumentando los niveles

de AMPc en la fibra muscular lisa vascular y de las plaquetas.

. Oxido nitrico (NO): se forma a partir del aminoacido L-arginina mediante la
participacion de la enzima NO-sintetasa (NOS), siendo conocidas dos formas

principales de ésta: forma constitutiva y forma inducible (Haynes et al., 2004).

La NOS constitutiva (cNOS) depende del calcio y forma constantemente pequenas
cantidades de NO. Hay descritas dos formas de cNOS: endotelial (ecNOS) y neuronal
(ncNOS). Se cree que el NO producido por cNOS esta involucrado en funciones

fisiologicas (Forstermann & Sessa, 2012).

La NOS inducible (iNOS) se activa solo tras la estimulacidon por citosinas, no
expresandose normalmente en células humanas. La iNOS forma NO en grandes
cantidades de forma intermitente (rafagas). EI NO producido por iNOS participa en
mecanismo fisiopatoldgicos, sobre todo cuando existe una alta concentracion de

radicales libres (como ocurre en la diabetes), contribuyendo a la formacion de
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peroxinitritos, radicales libres muy dafiinos para las células (Forstermann & Sessa,

2012).

E1 NO se distribuye facilmente a través de las membranas y estimula la guanil ciclasa
en las células del musculo liso vascular, aumentando el contenido en GMPc. Tanto
el GMPc como el AMPc (estimulado por la prostaciclina) son responsables de la
vasodilatacion e inhibicion de la agregacion plaquetaria que se observa en respuesta

a la prostaciclina y al NO (Figura 1.11.).

Entre las alteraciones descritas en la DM se encuentran una disminucién de
prostaciclina y un aumento en la actividad de la iNOS. Esto, junto con el aumento de
radicales libres y el aumento de la agregacion plaquetaria, desencadenan un entorno
vascular que favorece la reduccion del flujo sanguineo y la tendencia a la formacion

de trombosis intravasculares.

1.2.2.3. TERCERA ETAPA: FALLO DE LA FUNCION VASCULAR

El resultado final conlleva una disfuncion endotelial, con una funcion antitrombotica
deficiente que, junto con la estimulacion de la funcidon plaquetaria, incrementa el

riesgo de procesos trombdtico-isquémicos.

Los territorios vasculares mas afectados (en lo que se refiere a la aparicion de eventos
tromboticos) en los pacientes con diabetes mellitus son los vasos coronarios, los
cerebrales y las arterias de extremidades inferiores, siendo patologias con mayor
incidencia y prevalencia en pacientes con diabetes mellitus que en la poblacién no

diabética (Figura 1.12.).
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Figura 1.12. Principales consecuencias de la disfuncion endotelial en la diabetes

(figura de elaboracion propia).

1.3. ESTRES OXIDATIVO COMO CENTRO DE LA VASCULOPATIA EN
LA DIABETES MELLITUS

Como se ha indicado en diversos apartados anteriores, existe un punto en comin en
la mayoria de las modificaciones bioquimicas y funcionales que explican el inicio de
las lesiones vasculares en la diabetes mellitus: el estrés oxidativo. Se entiende por
estrés oxidativo el desequilibrio entre compuestos oxidantes y mecanismos de
defensa antioxidante, ya sea por un exceso de los primeros, un déficit o

desbordamiento de los segundos o ambas cosas a la vez (An et al., 2023).

La mayor parte de los compuestos oxidantes que generan un estrés oxidativo son
radicales libres. La mayoria de las sustancias quimicas conocidas, poseen electrones
de forma apareada realizando una orbita alrededor de un ntcleo atdmico. Existen
especies quimicas que contienen uno o mas electrones que realizan su recorrido
orbital de manera impar, lo que trae consigo una inestabilidad del equilibrio
molecular, que se restablece cuando se consigue sustraer de sus proximidades el
electron requerido para constituir la paridad electronica. A estas sustancias quimicas
se les conoce como radicales libres (Pérez-Matute et al., 2009). Cualquier molécula

puede transformarse en radical libre, pero las de menor tamafio son las mas
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susceptibles, es por lo que el oxigeno es una de las principales dianas para los
electrones procedentes de otras moléculas integrantes de la estructura celular
(carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, sobre todo). Los radicales libres
del oxigeno presentan una vida media muy corta y pueden reaccionar con
macromoléculas organicas modificando su estructura y funcién, por lo que son
potencialmente toxicas. Durante estas reacciones se forman compuestos que no son
radicales libres del oxigeno (no presentan electrones impares), pero son sus
precursores o moléculas intermedias en la formacion de éstos y son también dafiinos.
Los radicales libres del oxigeno y estas ultimas sustancias se denominan especies
reactivas del oxigeno, entre las que destacan el anioén superoxido (O27), el peroxido
de hidrogeno (H203), el radical hidroxilo ("OH), el oxigeno singlete (102") y el acido
hipocloroso (HOCL).

Los radicales libres pueden originarse por errores en el proceso mitocondrial de la
respiracion aerdbica, por lo que funciones vitales como el metabolismo de los
alimentos, el ejercicio fisico y muchas otras son productoras de radicales libres, no
obstante, también se pueden originar como producto de alteraciones ambientales
como la exposicion a radiaciones ionizantes, rayos X, rayos gamma, luz ultravioleta,
combustion de compuestos organicos con produccion de humo (cigarrillos, carne...),

xenobioticos (fungicidas, herbicidas...) y algunos farmacos (Sies et al., 2022).

La formacidn-destruccion de radicales libres es un fendmeno continuo en todas las
células del organismo, constituyendo un equilibrio dinamico fisioldgico cuyo
resultado final no lleva a un exceso de oxidaciones ni a un déficit de mecanismos
antioxidantes; este estado es el denominado estado oxidativo, a diferencia del estrés
oxidativo, en el que hay un desequilibrio entre ambos factores bioquimicos, siempre
a favor de un dafio celular por acimulo de radicales libres. Estos fendémenos

presentan varias fases.

1.3.1. Produccion/eliminacion de especies reactivas de oxigeno (Figura 1.13.)

Cuando un 4tomo de oxigeno capta un electron, se convierte en un radical libre
denominado anién superéxido (O2’), que intenta reaccionar con otras moléculas

para volver a su equilibrio atomico. Para evitar esta reaccion, la enzima supero6xido
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dismutasa (SOD) reacciona con el anion superoxido y lo “anula”, pero a costa de
formar un producto intermedio, el perdéxido de hidrogeno (H20:), que no es un
radical libre per se, pero que es una molécula oxidante y es el primer paso para formar

otros radicales libres mas reactivos (Schieber & Chandel, 2014; Sies et al., 2022).

Para evitar las consecuencias oxidantes del peréxido de hidrégeno, el organismo

posee dos mecanismos antioxidantes fundamentales (Sies et al., 2017):
- Catalasa, que transforma el peroxido de hidrogeno en agua.

- Sistema del glutatién, que es proporcionalmente el sistema antioxidante mas
importante del ser humano. El glutation es un tripéptido (acido glutdmico, cisteina y
glicina), cuyos grupos SH son el centro de su poder antioxidante. El glutation se
almacena en forma reducida (GSH) y, cuando se forma H>O,, se activa la enzima
glutation peroxidasa (GSHpx), que oxida al GSH y forma glutation oxidado (GSSG),
formando agua y eliminando al H>O> del medio celular. En el mantenimiento de los
niveles de este sistema antioxidante participan dos enzimas mas: la glutation
reductasa (GSSGrd) (reduce el GSSG a GSH) y la glutatién transferasa (GSHtf)

(capta grupos SH de otras moléculas y los incorpora al sistema antioxidante).

Si se produce un exceso de H>O> y/o el sistema del glutatién es insuficiente o se
desborda, en presencia de hierro (Fe) se forma un radical libre mas reactivo incluso

que el Oz, el radical hidroxilo (OH).
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Figura 1.13. Formacion de especies reactivas de oxigeno y sistemas antioxidantes

(figura de elaboracion propia).

1.3.2. Especies reactivas del 6xido nitrico (Figura 1.14.)

En el sistema cardiovascular, uno de los mediadores mas importantes, sintetizado en
las células endoteliales, es el NO, que como ya hemos comentado en apartados
anteriores, posee un efecto vasodilatador y antiagregante plaquetario (Fuentes et al.,
2014; Makhoul et al., 2018), a través de un estimulo de la guanil-ciclasa, y por ende
estimulante de los niveles de GMPc. (Forstermann & Sessa, 2012). El NO es una
molécula muy inestable, que reacciona facilmente con compuestos oxidantes, como

el anidn superoxido, formandose especies reactivas del NO.

En condiciones fisiologicas, la NO sintasa constitutiva, endotelial (eNOS) y neuronal
(nNOS), facilita la formaciéon de NO a partir de la L-arginina, en concentraciones
nanomolares y de forma continua, facilitando su uniéon a la guanil-ciclasa y
produciendo sus acciones fisioldgicas vasodilatadora y antiagregante plaquetaria

(Forstermann & Sessa, 2012).
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En situaciones fisiopatoldgicas, como ocurre en la vasculopatia diabética, sobre todo
la macroangiopatia, se produce un estado inflamatorio con liberacioén de citoquinas
(interleucinas, factor de necrosis tumoral, etc.) que inducen la formacion de radicales
libres, los cuales incrementan atin mas el estado inflamatorio (Soares et al., 2023).
En esta situacion, los mediadores inflamatorios activan factores nucleares, como el
NfkB, que inducen la sintesis de la enzima NO sintasa inducible (iNOS), que forma
NO en concentraciones micromolares y en oleadas (Islam, 2017). Las células se ven
desbordadas y el NO reacciona con otras moléculas, como la hemoglobina, diversas
proteinas o con los radicales libres del medio, sobre todo con el anién superdxido.
Por lo tanto, las mismas situaciones que generan radicales libres van a formar
también un exceso de NO, pudiendo reaccionar entre ellos y formar especies
reactivas derivadas del NO, como son los peroxinitritos (-ONOQ"), que siguen las
mismas caracteristicas y funcionamiento que los radicales libres derivados del
oxigeno, reaccionando con otras moléculas para lograr el equilibrio electronico, cosa
que ocurre con algunos aminoéacidos como la tirosina, formando 3-nitrotirosina

(Bartesaghi & Radi, 2018).
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Figura 1.14. Reacciones del NO y sus consecuencias segiin su concentracion (figura

de elaboracion propia).

1.3.3. Consecuencias de la formacion de especies reactivas de oxigeno v de

NO

Una vez formadas las especies reactivas de oxigeno o de NO, estas tienden a
reaccionar con cualquier molécula cercana para intentar re-equilibrar el nimero de
electrones desapareados, siendo la oxidacion la reaccion mas frecuente. En términos
generales, la reaccion de un radical libre con otra molécula la convierten en un nuevo
radical libre, tendiendo ésta a reaccionar con otra y establecer asi una reaccion en

cadena.

Si bien pueden reaccionar con cualquier molécula, las de mayor repercusion son:

lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Figura 1.15.).

- Lipidos. Los radicales libres formados pueden reaccionar con los lipidos,
estableciendo una cadena de formaciones sucesivas de radicales libres lipidicos, que

en su conjunto se denomina peroxidacion lipidica (Singh et al., 2023). Los radicales
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libres lipidicos provocan que las funciones morfologicas y funcionales de los lipidos
sean andmalas, incluyendo funciones de membrana celular o sintesis de eicosanoides,
como las prostaglandinas y prostanoides. Un caso especial es la formacion de
isomeros de las prostaglandinas, como consecuencia de la interaccion con radicales
libres, formando los denominados isoprostanos, que se utilizan como indice de

formacion de radicales libres (Murphy & Fahy, 2010).

- Proteinas. Las especies reactivas derivadas del NO (peroxinitritos) y los radicales
hidroxilos, reaccionan con diversos aminodcidos, sobre todo a través de sus grupos
SH, creando enlaces covalentes muy dificiles de revertir, alterando de esta forma las
proteinas que contienen esos aminoacidos (histidina, cisteina, fenilalanina,
metionina, triptéfano, y tirosina) (Di Meo et al., 2016). Esta desestructuracion
proteica afecta también a unas proteinas funcionales, las enzimas, trastocando su

funcidn fisioldgica normal (Jomova et al., 2023).

- Glicidos. Los radicales libres pueden reaccionar con los monosacaridos alterando
su metabolismo, pero lo mas frecuente es que reaccionen con los polisacaridos,
rompiendo enlaces glucosidicos y desestructurando la secuencia de glicidos simples
en las cadenas poliméricas (Dai et al., 2017). El secuestro electronico de los &tomos
de hidrogeno hace que los radicales libres centren su accidon sobre los carbonos de
las moléculas, causando una ruptura de las cadenas de polisacaridos (Chen et al.,

2021).

- ADN. Lareaccion de los radicales libres con los dcidos nucleicos originan un estado
de oxidacion de algunas bases puricas y pirimidinicas que pueden formar una
estructura de ADN andmala, con las consecuencias que ello puede tener en el
desarrollo de la sintesis proteica celular; ademas, en casos mas graves (ausencia de
defensa antioxidante) puede llegar a una situacion de ruptura irreversible de las
cadenas de nucleotidos (Jomova et al., 2023). Una de las bases oxidadas anomalas
que se originan es la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, que se utiliza como medida

indirecta del dafio producido por los radicales libres a nivel del ADN.
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Figura 1.15. Principales consecuencias de la interaccion de los radicales libres con

moléculas organicas (figura de elaboracion propia).

1.4. PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA GENESIS Y EVOLUCION
DE LA MACROANGIOPATIA DIABETICA

El estrés oxidativo participa en todas y cada una de las fases reconocidas y aceptadas
de la enfermedad vascular microangiopatica en la evolucion de la diabetes mellitus
mal controlada. Recordemos que la macroangiopatia diabética no difiere de la
arteriosclerosis, tan solo se presenta con mas intensidad y maés precozmente

(Katakami, 2018).

Comentaremos a continuaciéon como el estrés oxidativo condiciona y/o influye en

cada una de las fases del proceso macroangiopatico.

1.4.1. Fase inicial de adaptacion bioquimica

Todas las vias bioquimicas que se ponen en marcha para intentar paliar el acaimulo

de glucosa cronico (hiperglucemia mantenida), independientemente de diversos
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compuestos finales formados y modificaciones del metabolismo celular normal,
presentan un punto en comun, el estrés oxidativo, ya sea de forma directa o indirecta

(Figura 1.6.).

- La propia autooxidacion de la glucosa en condiciones de altas concentraciones,

produce radicales libres directamente (Gonzélez et al., 2023).

- La activacion de la via de los polioles, iniciada por una hiperactividad de la enzima
aldosa-reductasa, produce un consumo excesivo de NADPH, que es un cofactor
natural de las actividades enziméticas GSH peroxidasa (GSHpx) y GSSG reductasa
(GSSGrd): el déficit de la GSSGrd disminuye el contenido intracelular de GSH (entre
otros factores presentes en la diabetes) y el de GSHpx resta de capacidad
antioxidante, por lo que se presenta un desequilibrio entre formacion y destruccion

de radicales libres, es decir, un estrés oxidativo (Ighodaro, 2018).

- En la ruta de las hexosaminas se forma glucosamina-6-fosfato, que es un activador
de la produccion de factores de crecimiento y de transformacion celular, los cuales
inducen la formacion de radicales libres, es decir, seria una via de produccioén

indirecta de estrés oxidativo (Singh et al., 2007).

- La formacion de productos avanzados de glicacion (AGEs) implica una interaccion
de niveles altos de glucosa con diversos compuestos celulares, entre los que se
encuentran los lipidos, formando productos de lipooxidacion, es decir, radicales
lipidicos; ademas, la interaccion de los AGEs con sus receptores (RAGEs) origina
secundariamente la formacioén de aniones superoxidos (Boyer et al., 2015; Pinto et

al., 2022).

- Por ultimo, la ruta del diacilglicerol-proteina cinasa C (DAG-PKC), ademas de
estimularse directamente ante una situacion de hiperglucemia, también es activada a
través de la via de los polioles y de los productos avanzados de glicacion (Ighodaro,
2018). Un incremento en los niveles intracelulares de PKC estimulan la actividad
NADPH oxidasa (NOX), generadora de aniones superoxidos (Mochly-Rosen et al.,
2012).
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Por lo tanto, desde el inicio de la fisiopatologia de la vasculopatia diabética ya se
forman radicales libres y comienza a disminuir la capacidad antioxidante celular, es
decir, a formarse un estrés oxidativo. Esta formacién de radicales libres comienzan a
ejercer los efectos nocivos que se han descrito en el apartado 1.3.3. y poseen una
caracteristica especial: su presencia tiende a reforzar todas las vias que los generaron,
creando una especie de circulo de retroalimentacion para perpetuar su dafio (Figura

1.6.).

1.4.2. Inicio de la vasculopatia: fase de transmigracion leucocitaria y lipidica

Ya sea de forma directa o indirecta, la produccioén de radicales libres afecta a las
células endoteliales, induciendo la expresion de factores nucleares que generan
moléculas de adhesion de monocitos circulantes, como son la ICAM-1 (Inter-
Cellular Adhesion Molecule), VCAM-1 (Vascular Cito-Adhesion Molecule) y MCP-
1 (Monocyte Chemoatractive Protein), lo que origina un acercamiento de dichos
monocitos a la superficie endotelial, una adhesion a la misma, un rodamiento a través
de dicha superficie y una transmigracion entre las células endoteliales hacia el

espacio subendotelial (Libby et al., 2011; Mauersberger et al., 2022).

Por otra parte, un exceso de LDL colesterol, lo cual es frecuente en pacientes
diabéticos (sobre todo tipo 2 mal controlados), hace que estas lipoproteinas también
contacten con la superficie endotelial y sufran un proceso parecido al de los
monocitos, adhiriéndose y transmigrando hacia el espacio subendotelial (Schnitzler

et al., 2019). (Figura 1.16.)

1.4.3. Fase de inflamacion vascular

Los monocitos transmigrados en el espacio subendotelial comienzan a madurar y
transformarse en macréfagos, que es la forma celular activa de los procesos
inflamatorios, generando la sintesis y liberacion de citocinas proinflamatorias
(interleucinas, factor de necrosis tumoral alfa, etc.), que comienzan un mecanismo
de “autoperpetuacion” del fendmeno inflamatorio que han iniciado: inducen la
sintesis de mas proteinas adhesivas (reclutamiento de nuevos monocitos circulantes)

y activan la formacion de radicales libres, los cuales facilitan en dichos macréfagos
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la formacién de maés citocinas y, por ende, de mas inflamacién y mayor produccion

de radicales libres (Moreira et al., 2015; Yuan et al., 2019).

Por otra parte, un efecto clave de los radicales libres formados es su interaccion con
la lipoproteina LDL colesterol, oxidandola y convirtiéndola en un radical libre
lipidico: LDL oxidada (oxLLDL), la cual presenta un papel clave en el procesos de
inflamacioén vascular: activa la produccion de citocinas, de radicales libres, de
proteinas adhesivas, activa la funcion de las plaquetas y estimula la siguiente fase de
proliferacion celular de la capa de células musculares (Hartley et al., 2019; Khatana

et al., 2020) (Figura 1.16.).

1.4.4. Extension del dafno inflamatorio

Todos los eventos que acontecen en el subendotelio vascular alteran el
funcionamiento de las capas adyacentes, es decir, el endotelio y la capa de fibras
musculares, provocando la denominada disfuncion endotelial y la proliferacion y

engrosamiento vascular.

Los radicales libres formados y sus consecuencias inflamatorias alteran el
funcionalismo de las células endoteliales (véase apartado 1.2.2.2.), siendo el estado
de estrés oxidativo el responsable de la reduccion en la vida media de dos
componentes fundamentales en la regulacion del flujo sanguineo y la activacion
plaquetaria: prostaciclina y 6xido nitrico (Fuentes et al., 2014; Makhoul et al., 2018).
Por otra parte, el estrés oxidativo, ya sea por accion directa de los radicales libres o
a través de la propia oxLDL, activan a las plaquetas, que ya estaban activadas por la
propia hiperglucemia mantenida, lo cual crea un estado protrombdtico evidente

(Gimbrone & Garcia-Cardena, 2016; Kaur et al., 2018; Xu et al., 2021).

Asimismo, los radicales libres y la oxLDL facilitan la sintesis de factores de
crecimiento en las células endoteliales, estimulando la diferenciacion y proliferacion
de las fibras musculares lisas vasculares, las cuales captan moléculas de oxLDL y se
transforman y migran hacia la capa intima, engrosando y disturbando la pared
vascular, no solo funcionalmente, sino creando la base morfologica de la

arteriosclerosis (Marchio et al., 2019) (Figura 1.16.).
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1.4.5. Potencial trombogénico

Si se suma el déficit de funcion antitromboética y vasodilatadora del endotelio
(disfuncion endotelial), el engrosamiento de la pared vascular (inflamacidn vascular)
y la activacion plaquetaria propia de la diabetes mal controlada (hiperactividad
plaquetaria), podemos deducir que el estrés oxidativo participa activamente en cada
uno de los elementos que van a incrementar la posibilidad de formacién de un trombo
arterial y, por lo tanto, un proceso de isquemia, cuya representacion clinica depende

del sector vascular donde se produzca (coronario, cerebral o periférico).

Monocito
Colesterol LDL

Proteinas
adhesiva

—
Subendotelio
Cltocmas
Macréfago
RLO

O O oxLDL
) _ Factores de
Fibras musculares lisas crecimiento

Figura 1.16. Esquema sobre el papel de los radicales libres (RLO) en las distintas

fases del proceso arteriosclerotico (figura de elaboracion propia).

1.4.6. Estrés oxidativo en el tejido afectado: el caso del tejido cerebral

El escenario tisular que induce un proceso isquémico-trombdtico favorece la
aparicion de un estado bioquimico que genera radicales libres, tanto en la fase de
hipoxia como de reoxigenacion, pero se trata de un tejido que, previamente a la
isquemia, esta sometido al influjo de una tasa alta de glucosa, lo cual ya es un
estimulo prooxidante y de activacion de estrés oxidativo tisular de base, lo cual hace

mas sensible a dicho tejido ante una agresion isquémica posterior. Si bien esto puede
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ocurrir en cualquier 6rgano, es el cerebro quien mas predisposicion presenta en este
sentido, posiblemente por su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados, entre
otros motivos, siendo diana principal de los radicales libres, tal y como explicamos
en apartados anteriores (apartado 1.3.3.) (Gonzalez-Correa et al., 2006; Cobley et al.,
2018; Silva-Rodrigues et al., 2020).

El estrés oxidativo participa activamente en las tres fases fundamentales del proceso
de isquemia-reperfusion cerebral, de forma mas intensa en la situacion de diabetes

mellitus, de la siguiente forma (Figura 1.17.):
- Fase de isquemia

La disminucién del flujo de oxigeno a una determinada zona cerebral disminuye el
aporte de glucosa, lo cual condiciona a las células a usar la via anaerobia para
conseguir energia con el consiguiente acimulo de 4acido lactico y, por lo tanto,

produciendo un estado de acidosis intracelular (Isaev et al., 2008).

Asimismo, la hipoxia induce la activacion de la NADPH oxidasa (NOX), generadora
de radicales superoxidos, reforzado por la estimulacién de la proteina cinasa C
(PKC), que se activa por el incremento del calcio intracelular secundario a la caida
del ATP por déficit de la glucolisis aerobia (Mochly-Rosen et al., 2012). La PKC es
una de las vias que se potencia en situacion de hiperglucemia mantenida (apartado

1.2.2.1).

El acumulo de calcio en esta fase estimula muchas actividades enzimaticas, sobre
todo las relacionadas con la inflamacion (NOS, COX, oxidasas, proteasas, etc.). En
un ambiente inflamatorio se producen mas radicales libres, lo cual incrementa mas
aun el proceso inflamatorio, cerrandose un circulo vicioso de autoestimulacion -

inflamacion - radicales libres - inflamacion.
- Fase de reperfusion

Entendemos por “fase de reperfusion” dos situaciones en el proceso de isquemia-
reperfusion cerebral: una posible reentrada de oxigeno a la zona isquémica y la zona

de penumbra isquémica, en la que se origina una reoxigenacion relativa, es decir, una
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zona en la que las células nerviosas no estan muertas, pero tampoco funcionan bien,
pudiendo extender a través de sus mediadores el dafio a zonas no afectadas

adyacentes (Walther et al., 2023).

El oxigeno que entra en esta fase junto al exceso de actividad de la NOX en la fase
isquémica y la situacion de inflamacion tisular, genera mas especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de 6xido nitrico (RNO), creando un ambiente de mayor inflamacion

y dafio oxidativo, con las consecuencias que ya hemos descrito en el apartado 1.3.3.

Es en esta fase en la que se acumulan y actian con mas intensidad los radicales libres,
produciéndose el mayor déficit de defensa antioxidante, fundamentalmente en el

sistema del glutation cerebral (Gonzalez-Correa et al., 2000).
- Fase de reparacion

Los radicales libres formados activan la expresion nuclear de factores
transcripcionales que sintetizan mediadores de proliferacion tisular y vascular, en un

intento de reparar el dafio tisular originado en las dos fases anteriores.
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Figura 1.17. Esquema de las tres fases del proceso de isquemia-reperfusion cerebral

(Tesis doctoral de 1. Pérez de Algaba Fuentes, cedido con permiso de la autora:

Anexo III).

1.4.7. Medidas preventivas

Obviamente, la mejor prevencion de la macroangiopatia diabética es el control de los

factores de riesgo que conducen a ella. El primero de todos seria el control de la

glucemia (Madonna et al., 2018), para lo cual se dispone de todo un arsenal

farmacologico y dietético que deberia ser suficiente para dicho control. Asimismo,

el control de la hipertension arterial y la dislipemia son dianas terapéuticas de los

protocolos de tratamiento y prevencion de las complicaciones vasculares derivadas.

En los ultimos afios se ha focalizado la atencion en el papel de la alimentacion en la

prevencion de la macroangiopatia diabética, no solo por el control de la glucemia,

sino por la importancia del estrés oxidativo en la patogénesis de estas complicaciones

(véanse apartados anteriores) y el contenido en compuestos antioxidantes de
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algunos tipos de alimentos (Beeraka et al., 2022). Se ha comprobado que la dieta
mediterranea es la més adecuada para cumplir esta funcion, habiéndose demostrado
que es capaz de prevenir la aparicion de diabetes tipo 2 y de eventos cardiovasculares
relacionados con la diabetes mellitus, tal y como ha demostrado el macroestudio
PREDIMED (PREvencion con Dleta MEDiterranea) (Estruch et al., 2006). Este
estudio, en todas sus vertientes, incorpord y demostro a la evidencia clinica algo que
ya se intuia pero que faltaba por demostrar con hechos concretos: la importancia de
la dieta en la prevencion de la enfermedad cardiovascular (cardiaca, cerebral y
periférica), coadyuvando de forma importante a las medidas terapéuticas de tipo

farmacoldgico (Martinez-Gonzalez et al., 2015).

Una aportacion muy importante del estudio PREDIMED fue la incorporacion del
aceite de oliva virgen extra (AOVE) como elemento fijo en la dieta seguida por los
pacientes, basado en la importancia de este aceite en la dieta mediterranea, siendo la
principal fuente de grasas en este tipo de alimentacion. La importancia del AOVE en
la enfermedad cardiovascular comenzd, a nivel humano, al comprobar que la ingesta
de 40-50 mL diarios de AOVE reducia la capacidad de oxidacion de la LDL en
voluntarios sanos, correlacionandose directamente con el contenido en fenoles del
AOVE utilizado (Hernaez et al., 2015). Es por ello por lo que se ha centrado la

atencion del efecto del AOVE en estos compuestos.

1.5. ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA COMO FUENTE DE
COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

1.5.1. Concepto

Segun el Consejo Oleicola Internacional, el aceite de oliva virgen extra es “fodo
aceite de oliva virgen apto para el consumo en la forma en que se obtiene, cuya
acidez libre expresada en acido oleico es como maximo de 0,8 gramos por 100
gramos y cuyas demas caracteristicas corresponden a las fijadas para esta categoria
en la Norma del COI (COI/T.15/NC n° 3); dicha norma hace referencia a que en la
obtencion del aceite virgen solo se utilizan procedimientos mecdnicos o fisicos con

condiciones térmicas controladas” .
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1.5.2. Composicion

En términos generales, dependiendo de diversos factores fisicoquimicos vy
procedimentales de las aceitunas, se distinguen los siguientes grupos de compuestos

(Figura 1.18.):

- Fraccioén saponificable. Es la parte grasa propiamente dicha y constituye el 98-99%

del total de la composicion del AOVE; la forman 4cidos grasos libres esterificados y
triglicéridos. El principal componente es el acido graso monoinsaturado acido oleico
(C18:1), que constituye el 53-85% del total de acidos grasos del AOVE, segtn el tipo
de aceituna de donde provenga. Otros acidos grasos, como los poliinsaturados, estan

en muy poca proporcion (Gimeno et al., 2002).

- Fraccién insaponificable. Son los denominados compuestos minoritarios o

menores, debido a que solo constituyen el 1-2% del total de la composiciéon quimica
del AOVE. Son moléculas no glicéridas de origen variado (Figura 1.16.) y entre ellos
destacan los compuestos fendlicos, que son los que se han relacionado
preferentemente con los efectos beneficiosos del AOVE (De Santis et al., 2019). A
nivel bioquimico son los principales responsables del efecto antioxidante del AOVE,
entre otras acciones, como son la antiinflamatoria, antiproliferativa y citoprotectora

(Santangelo et al., 2018; Romani et al., 2019).
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Figura 1.18. Principales componentes del aceite de oliva virgen extra (figura de

elaboracion propia).

1.5.3. Compuestos polifenolicos con actividad sobre el sistema

cardiovascular

El conjunto de fenoles presentes en el AOVE es amplio y variado, pero solo se han
podido demostrar efectos a nivel cardiovascular para algunos de ellos. No obstante,
logran explicar la practica totalidad de los efectos beneficiosos del AOVE, ya sea de
forma aislada (Lopez-Villodres et al., 2016) o asociados entre si (De La Cruz et al.,
2021). A continuacioén, se resumen algunas caracteristicas de los principales fenoles

del AOVE a este nivel.
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1.5.3.1. Hidroxitirosol

Este compuesto (3,4-dihidroxi-fenyl-etanol) es el fenol mas abundante en el AOVE,
estando presente en forma libre o esterificada (acetato de hidroxitirosilo) o como un
éster glucdsido de hidroxitirosol y dcido elendlico (oleuropeina) (Ferndndez-Poyatos
et al., 2021). Cuando se administra AOVE, al llegar al intestino delgado, las formas
esterificadas de hidroxitirosol se liberan y dejan el compuesto libre, repitiéndose este

hecho una vez absorbidos en el torrente sanguineo (Karkovi¢ et al., 2019).

Se ha demostrado para hidroxitirosol un amplio espectro de efectos saludables en
diversos sistemas organicos: cardiovascular, renal, neuroldgico, microbioldgico e
incluso a nivel anticanceroso; todos estos efectos se han relacionado con su
demostrada accion antioxidante y antiinflamatoria, ya sea de forma directa o a través
de mecanismos antioxidantes y/o antiinflamatorios enddgenos (Ditano-Vazquez et
al., 2019; Echeverria et al., 2017; Robles-Almazan et al., 2018; Rodriguez-Morat6 et
al., 2015).

A nivel cardiovascular, se ha demostrado que hidroxitirosol reduce la concentracion
sérica de diversos biomarcadores cardiovasculares relacionado con su efecto
antioxidante fundamentalmente (Lopez-Villodres et al., 2016), asi como que ejerce
un efecto sinérgico con otros fenoles del AOVE en cuanto a su prevencion del dafio
vascular en la diabetes mellitus (De La Cruz et al.,, 2021). Asimismo, se ha
demostrado que hidroxitirosol ejerce un efecto protector en la disfuncion endotelial
(Vijakumaran et al., 2023) y previene de las lesiones aterogénicas en modelos
experimentales (Hara et al., 2023). Otro efecto importante a nivel de prevencioén
cardiovascular es su capacidad de inhibir la funcion plaquetaria, tanto in vitro
(Gonzalez-Correa et al., 2009; Reyes et al., 2013) como tras su administracion oral a
animales de experimentacion (Gonzalez-Correa et al., 2008; Lopez-Villodres et al.,

2016; Mufioz-Marin et al., 2013).

En un estudio en humanos, la administracion de AOVE enriquecido con
hidroxitirosol a pacientes con enfermedad coronaria crdénica, mejora diversos
pardmetros de funcion endotelial y cardiaca (Ikonomides et al., 2023). Por tltimo, se

ha demostrado un efecto reductor de la hipertension arterial en modelos
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experimentales de hipertension arterial inducida o como parte del sindrome

metabodlico (Franco-AVila et al., 2023; Pastor et al., 2021).
1.5.3.2. Tirosol

Tirosol (2-(4-hidroxifenil)-etanol, alcohol p-hidroxifenilico) es otro fenol presente
en el AOVE vy, al igual que hidroxitirosol, se encuentra en forma libre o formando

parte de complejos moleculares esterificados (Madureira et al., 2022).

Hay evidencias experimentales que demuestran que tirosol puede ejercer un papel
importante en el tratamiento de la hipertension arterial, aterosclerosis, enfermedad
coronaria cronica, insuficiencia cardiaca cronica y sindrome metabolico (resistencia
ala insulina y obesidad), a través de la modulacion de la expresion del antigeno CD14

y la inhibicion de la inflamacién (Madureira et al., 2022).

A pesar de ejercer un efecto antioxidante cuantitativamente menor que el mostrado
por hidroxitirosol, tirosol posee una capacidad de concentrarse en el citoplasma
celular, obteniendo asi una mayor concentracion que en el medio extracelular, de ahi
que se postule que in vivo tenga mas efecto antioxidante que en condiciones in vitro

(Sakavitsi et al., 2022).

Por ultimo, en relacion con el sistema cardiovascular, se ha demostrado que tirosol
ejerce un efecto hemorreoldgico a través de un descenso de la viscosidad sanguinea,
incrementando el flujo sanguineo tisular, por ejemplo, en la circulacién cerebral

(Samuel et al., 2008).
1.5.3.3. Oleocantal

Es un derivado dialdehidico del acido decarboximetil elendlico unido a tirosol. La
mayor parte de los estudios publicados hacen referencia a un efecto neuroprotector
de oleocantal, si bien existen algunas evidencias sobre acciones a nivel

cardiovascular.

En primer lugar, oleocantal inhibe diversas actividades enzimaticas relacionadas con

la inflamacién, como la ciclooxigenasa tipo 2 o la 6xido nitrico sintasa inducible,
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ambas relacionadas también con los procesos de inflamacion vascular (Beauchamp

et al., 2005; Iacono et al., 2010).

Otro aspecto importante se deriva de un estudio en el que se correlaciona
directamente la capacidad de inhibicion de la agregacion plaquetaria con el contenido

en oleocantal de diversos tipos de AOVE administrados (Agrawal et al., 2017).

1.5.3.4. 3.4-dihidroxifenilglicol (DHFG)

Es un fenol quimicamente muy parecido al hidroxitirosol, diferenciandose solo en un
grupo hidroxilico. Estd presente no solo en el AOVE, sino también en la hoja del
olivo y en la aceituna (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2012). Presenta un mecanismo de
accion muy similar al de hidroxitirosol, destacando su efecto antioxidante y

antiinflamatorio (Aparicio-Soto et al., 2015; Fernandez-Prior et al., 2021).

Centrandonos en sus efectos a nivel cardiovascular, DHFG inhibe la funcion
plaquetaria in vitro, mostrando ademas un efecto sinérgico con hidroxitirosol a este
nivel (de Roos et al., 2011; Rubio-Senent et al., 2015); este mismo efecto se ha
demostrado tras su administracion oral a animales diabéticos (Rodriguez-Pérez et al.,

2021, 2023).

En un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1, DHFG previno parcialmente
algunas de las complicaciones vasculares que acontecen en la diabetes mellitus, tales
como la retinopatia (Rodriguez-Pérez et al., 2022), macroangiopatia (De La Cruz et
al., 2021) y nefropatia (Rodriguez-Pérez et al., 2023). En todos estos casos, el efecto
protector de DHFG se correlacion6 directamente con su efecto antioxidante,

antiinflamatorio e inhibidor del funcionalismo plaquetario.

El principal grupo de fenoles presentes en el aceite de oliva son los derivados de los
fenoles secoiridoides (oleuropeina y ligustrésido), que dan lugar a las formas
dialdeidicas, como son la oleaceina y el oleocantal y otros derivados que se forman
en la fase de batido y molienda enzimaticamente y que por su caracter mas lip6filo

pasan preferentemente al aceite.
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1.5.4. Tipos de aceite de oliva

En términos generales, el aceite de oliva es un aceite vegetal obtenido del fruto del
olivo (Olea europaea), denominado aceituna u oliva. En la actualidad, disponemos
de cuatro categorias o tipos de aceite de oliva en el mercado (Reglamento (CE) N°

1019/2002) (Diario Oficial de las Comunidades Europeas, 2002).

Aceite de oliva virgen

Es el zumo oleoso de las aceitunas, separado de los otros componentes del fruto. Su
nombre proviene del arabe “az-zeit”, que significa “jugo de aceituna”. Se obtiene a
partir de la manipulaciéon mecénica y fisica de la aceituna, mediante mecanismos que

no alteren el aceite.

Este tipo de aceite de oliva se puede clasificar en tres categorias, dependiente de

diferentes caracteristicas:

Aceite de oliva virgen extra. Acidez natural igual o menor a 0,8 gramos por cada 100
gramos (0,8°), caracteristica que le proporciona un sabor exquisito, siendo
reconocido como el aceite de mayor calidad. Se obtiene directamente de aceitunas en
buen estado mediante procedimientos mecanicos, con sabor y olor exquisitos y libre

de defectos (mediana de defectos = 0 y la mediana de frutado >0).

Aceite de oliva virgen. Acidez menor o igual a 2°. Sigue los mismos parametros de
calidad que el aceite de oliva virgen extra en cuanto a método de obtencion,
presentando pequeflas alteraciones que no son apenas percibidas en cuando a

catalogacion sensorial (mediana de defectos <3,5 y mediana de frutado >0).

Aceite de oliva virgen lampante. Acidez superior a 2°, con sabor “defectuoso”, siendo
considerado el peor de los aceites de oliva virgenes. No se puede consumir en la
forma que se produce, debe pasar antes por un proceso de refinado. A penas tiene
sabor ni color. Sirve para componer otros aceites (aceite de oliva refinado), pero no

se comercializa por ¢l mismo.
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Aceite de oliva

Aceite de oliva a base de aceite de oliva refinado y aceite de oliva virgen o virgen
extra, distinto del aceite lampante, ya que es el obtenido a partir del refinado de los
aceites defectuosos (no alcanzan los parametros de calidad del aceite de oliva virgen
ni del aceite de oliva virgen extra). En su proceso de elaboracion se utilizan procesos
quimicos o térmicos de limpieza de aromas, sabores y colores, por lo que pierde el

distintivo de “virgen”. Tiene una acidez no superior a 1°.

Aceite de oliva refinado

Aceite de oliva obtenido con el refino de aceites de oliva virgenes, con una acidez no
superior a 0,3°. No comercializado por su ausencia de sabor y color, pero que,
mezclado con aceite de oliva virgen o virgen extra puede pasar a comercializarse

como aceite de oliva, como ya hemos comentado.

Aceite de orujo de oliva

Igual que el aceite de oliva, es un aceite de composicion, formado por aceite de orujo
refinado enriquecido con aceite de oliva virgen o virgen extra. La acidez no puede
ser superior a 1°. El aceite de orujo que se utiliza proviene de la refinacion del aceite
de orujo crudo, obtenido mediante la extraccion con disolventes organicos del
subproducto graso de la elaboracién del aceite de oliva, es decir, el orujo de la

aceituna.

En la Figura 1.19. y 1.20. se representa graficamente los distintos tipos de aceites de

oliva segun el procesamiento de las aceitunas.

1.5.5. Elaboracion del aceite de oliva virgen extra

1.- La recoleccion

Este punto consiste en derribar o recolectar la aceituna del arbol. Respecto a los
tiempos, suele empezar a recolectarse entre octubre y diciembre (segin las
condiciones climdticas) hasta incluso febrero o marzo (con la llamada rebusca,

periodo en el que personas sin relacion de propiedad con las fincas recogen las
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aceitunas que los propietarios no han recogido). Un aspecto importante es recoger el
fruto justo cuando llega a su maduracion correcta (existen opiniones contradictorias
al respecto, pero en los ultimos afos se ha demostrado cientificamente que la maxima
calidad del zumo de la aceituna no coincide con la plena madurez del fruto). Son
varios los métodos utilizados a la hora de su recolecta, siempre intentando evitar que

se dafie la aceituna durante el proceso, siendo los mas importantes:

. La vibracion: consiste en agitar de forma mecénica el arbol para que asi caiga el

fruto.

. El vareo: método mas tradicional y hoy en dia todavia utilizado. Se realiza
golpeando con varas de unos tres metros de largo de pléstico (antiguamente de

madera) las ramas del arbol.

Antes de hacer esto, deben haberse colocado los mantones debajo del olivo para que

el fruto caiga sobre ellos.

Otro aspecto importante es separar las aceitunas recogidas directamente del arbol
(frutos de vuelo), que serian las que se recogen con los métodos de vibracion y vareo,
de los recogidos del suelo que han caido de forma natural, dado que la calidad del

aceite de ambos frutos varia de forma significativa.
2.- El transporte

Tras su recoleccion, las aceitunas deben ser transportadas a la almazara para obtener
la mayor calidad en el producto final. Esto supone que el tiempo corre en nuestra
contra y por tanto no ha de ser en un periodo mayor de 24 horas para asi conservar
todas las propiedades de la aceituna. Aqui ya se debe de tener en cuenta una correcta
separacion de las aceitunas sanas de las enfermas, transportandose por separado, y
en cualquier caso se tratan de manera adecuada, sin amontonar para evitar que se

calienten y fermenten.
3.- Seleccioén de las aceitunas

Antes de comenzar el proceso de extraccion, las aceitunas se depositan en la almazara

segun sus caracteristicas para asi destinar las mejores a la elaboracion de aceite de
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oliva virgen extra. Dentro de las almazaras hay lineas dedicadas a aceitunas de buena
o mala calidad, en funciéon de su seleccion. Estas lineas daran mejor o peor zumo

segun la calidad del fruto con las que trabajen.
4.- Limpieza y lavado

Los frutos pueden llegar a la almazara mezclados con tierra, hojas, piedras ...Si es
necesario este proceso, primero se eliminan hojas y ramas a través de una corriente
de aire, eliminando las particulas menos pesadas. Después se lavan las aceitunas con
agua a temperatura ambiente para quitar los restos de tierra y piedras. Para un
correcto tratamiento de estas, hemos de tener en cuenta una correcta rotacion del agua

de lavado (circulacion continua y en sentido contrario al que llevan los frutos).
5.- Molturaciéon

En este paso se rompe y tritura la aceituna entera (incluyendo el hueso) para hacer el
proceso mas facil. El objetivo es liberar las pequefias particulas de aceite que hay en
el interior del fruto, desgarrando las membranas celulares y dejando en libertad los
glébulos de aceite que, junto con el agua de los tejidos del fruto, crean una pasta.
Hoy en dia, los molinos que mas se utilizan son metalicos, con martillos metalicos
que golpean las aceitunas rompiendo sus estructuras, pero afios atrds, el modo de
trituracién era a través de molinos de piedra movidos por animales o traccion

mecanica, aplastando las aceitunas mediante giros y pisos sucesivos.
6.- Batido de la masa

Una vez triturada la aceituna, se obtiene una pasta que es batida posteriormente,
mediante un sistema de paletas adecuadas y a una temperatura entre 25 y 35° para asi
favorecer la salida del aceite agrupando las particulas de aceite de gotitas. De esta
forma, se separa mejor el aceite del agua que contiene el fruto y también, de la parte
solida u orujo (piel, pulpa y hueso roto), a través de un proceso fisico. Tres aspectos
criticos en este apartado son la limpieza, comun a todas las etapas, el tiempo de
batido, que influye en la disminucion de fenoles y disolucion de pigmentos y la
temperatura del batido, que no debe ser alta para no perder las propiedades

organolépticas del producto y para no acelerar los procesos de oxidacion.
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7.- Centrifugacion

Posiblemente el avance mas importante en la historia del aceite de oliva.
Tradicionalmente se conseguia la separacion de la fase liquida de la s6lida por medio
de prensas hidraulicas. En la actualidad, la pasta obtenida del proceso de molturacion
y batido se introduce en una centrifugadora para asi separar completamente el aceite,
el agua y el orujo. Esta méaquina es cilindrica y gira a una gran velocidad, separando
los componentes por diferencia de densidad. La fuerza centrifuga empuja las
particulas mas pesadas a la pared interior del rotor, siendo arrastradas hacia un

extremo. Finalmente, son extraidas por localizaciones diferentes del aceite.
Los liquidos, aceite y fase acuosa, son enviados al exterior por conductos diferentes.

De este modo, se obtienen tres componentes: de la fase solida obtenemos el orujo
(piel de la aceituna, pulpa agotada y restos de hueso) y de la fase liquida obtenemos

el agua de vegetacion y el aceite.

En este punto, podemos diferenciar dos tipos de centrifugadoras, de dos fases, donde
se extrae el alpeorujo (orujo y alpechin mezclado) y el aceite, y de tres fases, donde
se obtienen los tres componentes anteriores separados (orujo, agua de vegetacion y

aceite).

El método mas utilizado es el de dos fases, utilizando el centrifugado horizontal o
decanter. La pasta, tal como sale de la batidora, pasa al decanter que tiene en su
interior separadores centrifugos horizontales. El sistema de “dos fases” se llama asi
porque separa el aceite por un lado y el ALPERUJO (orujo y agua) por otro.
La centrifuga horizontal o decanter es un cilindro horizontal, ahusado por uno de sus
extremos, que contiene en su interior un sinfin (espiral) que se encarga de hacer entrar
la pasta, obtenida en la batidora, en su interior. El decanter separa el aceite de la pasta
mediante la fuerza centrifuga, aprovechando la altisima velocidad de rotacion y el
diferente peso especifico de las diversas fases a separar (el aceite y el alperujo). La
fuerza centrifuga hace que el orujo (el avellano o hueso de la aceituna troceado)
mezclado con el agua de lavado, se acumule en la parte ahusada del cilindro y de ahi,

a través de una valvula, sale al exterior. La misma fuerza centrifuga arrastra el aceite
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al extremo opuesto debido al diferente peso especifico de este. Desde el decanter el
aceite pasa a la centrifuga vertical. La pasta precisa del anadido de agua a una
temperatura aproximada de 26° C para facilitar la centrifugacion. Cuanta mas
cantidad de agua de vegetacion contengan las olivas, se necesitard afiadir menor
cantidad de agua. Del separador centrifugo horizontal o decanter sale el aceite a la

centrifuga vertical o separador centrifugo.
8.- Decantacion

El aceite obtenido se pasa por pequefios decantadores para provocar una desaireacion
y también la decantacion de las particulas mas pesadas, entre ellas el agua, que
provoca la centrifugacion, y posteriormente pasa a recipientes donde se efectta la

clasificacion por calidad para ser almacenado segun sus caracteristicas.
9.- Almacenamiento y conservacion

Este es el paso final pero no menos importante ya que, en su conjunto, el proceso de
elaboracion es una cadena que vela por la calidad del producto. Cualquier fallo en
una etapa, puede hacer que la calidad del producto no sea la esperada. Por tanto, la
conservacion del aceite en condiciones adecuadas es primordial para que al llegar al
consumidor aun preserve todas sus propiedades. Los depdsitos de almacenamiento
deben seguir una serie de pautas, como estar hechos de materiales inertes (como el
acero inoxidable), impermeables e inatacables para que éste no penetre y sea
absorbido por el aceite. En general, se deber evitar materiales que hagan que el aceite

se oxide.

En este punto, ademas de la limpieza, la temperatura también es un factor a tener en
cuenta, siendo la temperatura dptima para la conservacion del aceite entre 15 y 18°,

con condiciones minimas de luminosidad.
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Figura 1.19. Esquema de elaboracion propia del método tradicional de obtencién

del aceite de oliva virgen extra (AOVE).
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Figura 1.20. Esquema de elaboracion propia del método actual de obtencion de

aceites de oliva.
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1.5.6. Elaboracion del aceite de oliva refinado

A diferencia de como se obtiene el aceite de oliva virgen (métodos fisicos y tras ellos
se puede utilizar para el consumo inmediato), el aceite de oliva refinado, como su
nombre indica, precisa de procesos de refinado para poder alcanzar la calidad

exigida.

El termino refinar hacer referencia al proceso de purificacion para que los aceites de
menor calidad puedan mejorar ésta y puedan ser utilizados con fines alimentarios y
esto se consigue mediante la aplicacion de varios procesos fisico-quimicos, que
consisten basicamente en la adicion de ciertos compuestos quimicos (acido fosforico,
acido citrico, hidréxido sédico, etc.), acompafiados de procesos de calentamiento y
destilacion al vapor, consiguiendo asi las caracteristicas “deseadas”, como acidez
mas baja, sabor y olor suaves, aspecto limpio, color atractivo, estabilidad frente a la
oxidacion e idoneidad para freir. En muchos de estos aceites refinados, se llevan a
cabo procesos de hidrogenacion, con el objetivo de modificar la temperatura de
fusion de las grasas que contiene, para que el aceite tenga un aspecto mas denso o

incluso so6lido a tempera ambiente.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

Un hecho aceptado por toda la comunidad cientifica y clinica es la importancia del control
de la glucemia en el esquema de prevencion de las complicaciones de la diabetes mellitus.
Es necesaria la concienciacion de los pacientes sobre la necesidad de mantener un perfil
glucémico lo més cercano a la normalidad en todo momento, si bien eso es muy dificil en

la practica. Basicamente se postula una triada de acciones diarias para lograr este objetivo:

- Medidas farmacologicas: insulina en la diabetes mellitus tipo 1 y antidiabéticos (orales

o subcutaneos) en la tipo 2.

- Ejercicio fisico moderado, no solo como integrante de las medidas de control de la
glucemia, sino como aspecto importante en la prevencion de las complicaciones

cardiovasculares.

- Alimentacion adecuada, intentando coordinar la ingesta de diversos tipos de alimentos

con el ajuste de la medicacion y el gasto energético del ejercicio fisico.

No obstante, ese equilibrio no es la tonica general en el conjunto de la poblacion que
padece diabetes mellitus, a pesar de la labor de los equipos de educacion diabetologica
que intentan concienciar a los pacientes de la necesidad de estos cuidados continuos. Por
ello, conociendo la fisiopatologia de las complicaciones vasculares y las consecuencias
que acontecen en la diabetes mellitus, se podria implementar el esquema preventivo con
algunas medidas adicionales, por ejemplo, el planteamiento del uso de diversos
componentes alimentarios que se postulan como importantes en la proteccion
cardiovascular, como son los compuestos antioxidantes naturales, habida cuenta de la
importancia del estrés oxidativo en la génesis y evolucion de la vasculopatia diabética,
tanto macro como microangiopatica, asi como en sus consecuencias tisulares (Beeraka et

al., 2022).

Enumeraremos a continuacién una secuencia de hechos demostrados que nos oriente

hacia el nicleo de nuestra investigacion
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El estudio PREDIMED ha demostrado que la adherencia a una dieta mediterranea
cumple dos de los objetivos planteados en el parrafo anterior: control glucémico,
con disminucion de la incidencia de diabetes mellitus (sobre todo la tipo 2) (Salas-
Salvado et al., 2011), y un descenso en la incidencia de enfermedad cardiovascular
(coronaria, cerebral y periférica) (Estruch et al., 2006), incluyendo una
disminucion de la incidencia de eventos microangiopaticos (Valle-Hita et al.,
2022).

El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es la principal fuente grasa de la dieta
mediterranea, siendo el componente dietético que mayor contenido en compuestos
antioxidantes posee en el conjunto de dicho tipo de alimentacion (De Santis et al.,
2019).

Si bien el contenido en acidos grasos, principalmente el acido oleico, tiene un
valor importante, es reconocido que son los compuestos polifenolicos los que
mayor peso especifico tienen en la explicacion del efecto antioxidante,
antiinflamatorio y, en definitiva, de su accion beneficiosa en la prevencion de la
enfermedad vascular (Romani et al., 2019; Santangelo et al., 2018).

Algunos de estos compuestos fendlicos han demostrado efectos a nivel de las vias
fisiopatologicas de la vasculopatia diabética, tales como hidroxitirosol (Ditano-
Vazquezetal., 2019; Echeverria et al., 2017; Lépez-Villodres et al., 2016; Robles-
Almazan et al., 2018; Rodriguez-Morato6 et al., 2015), tirosol (Sajadimajd et al.,
2023), oleuropeina (Nekooeian et al., 2014), oleocantal (Seidita et al., 2022) o 3,4-
dihidroxi-fenilglicol (De La Cruz et al., 2021; de Roos et al., 2011).

Asimismo, las vias de dafio tisular, por ejemplo, en el tejido cerebral, presentan
muchos puntos en comun con la fisiopatologia de la vasculopatia diabética,
aunandose el dafio directo de la diabetes sobre la bioquimica cerebral y el
producido por la isquemia derivada de un fallo vascular causado por la
hiperglucemia mantenida (Cobley et al., 2018; Gonzalez-Correa et al., 2006;
Silva-Rodrigues et al., 2020).

A nivel cerebral, el AOVE y los principales fenoles que contiene, han demostrado
un efecto neuroprotector en modelos experimentales de diabetes mellitus,
fundamentalmente por su efecto antioxidante y antiinflamatorio (De La Cruz et

al., 2010; Reyes et al., 2017).
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V' Se ha demostrado a nivel experimental, que la asociacion entre diversos fenoles
del AOVE ejerce un efecto sinérgico en la prevencion de las complicaciones
microangiopaticas y macroangiopaticas de la diabetes mellitus (De La Cruz et al.,
2021, 2021a; Rodriguez-Pérez et al., 2022).

\ Esta asociacion de fenoles se encuentra en la naturaleza en las aceitunas,
permaneciendo presentes en el AOVE, habiéndose demostrado su efecto
beneficioso en el tema que nos ocupa (estudio EUROLIVE -Gimeno et al, 2002-
y PREDIMED -Estruch et al., 2006).

2.2. HIPOTESIS

A la vista de este razonamiento, cabria plantearse la posibilidad de procesar las aceitunas
de forma diferente o complementaria al protocolo estdndar para obtener AOVE, con una
finalidad doble: incrementar el aprovechamiento del fruto del olivo y obtener aceites con

un contenido en fenoles que pudiera incluso mejorar el del propio AOVE.
2.3. OBJETIVOS

Basandonos en los postulados anteriores, nos planteamos el presente estudio con los

siguientes objetivos:

2.3.1. Objetivo principal

Analizar el posible efecto de dos aceites derivados de las aceitunas (aceite de aceitunas
deshuesadas y deshidratadas y aceite de semillas de los huesos de aceitunas),
comparandolos con el aceite de oliva virgen extra, sobre diversos biomarcadores
relacionados con la macroangiopatia y sobre el tejido cerebral sometido a hipoxia-

reoxigenacion, en un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1.

2.3.2. Objetivos secundarios

2.3.2.1. Valorar la naturaleza de las modificaciones que estos aceites puedan
ejercer sobre las principales vias fisiopatoldgicas de dafio vascular y

en tejido cerebral en la diabetes.

2.3.2.2. Comprobar si se produce una prevencion del dafio morfologico

vascular acontecido en la diabetes mellitus.
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2.3.2.3. Analizar la posible correlacion entre pardmetros en tejido cerebral con

las modificaciones observadas sobre los biomarcadores vasculares.
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3. METODOLOGIA

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio preclinico en el que se realiza un modelo experimental en ratas de
diabetes mellitus similar a la tipo I humana. En este modelo se ha demostrado, como en
estudios previos, que se reproducen las principales complicaciones de la diabetes
mellitus, siendo las de tipo vascular las que son objeto de este trabajo (De La Cruz et al.,

2021; Lopez-Villodres et al., 2016).

Todos los animales se utilizaron de acuerdo con la vigente legislacion espafola para el
cuidado, uso y alojamiento de los 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 No. 86-23, revisada en 1985), asi como la Ley Espafiola

de Proteccion de Animales, en los casos aplicables.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica para 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).

3.2. COMPUESTOS DEL ESTUDIO

Se han utilizado tres tipos de aceites, todos ellos procedentes de la aceituna variedad
Picual, obtenidas y procesadas en la empresa Emilio Vallejo S.A. (Torredonjimeno, Jaén,
Espaina). El procedimiento seguido desde la recoleccion de la aceituna variedad Picual es

el siguiente (Figura 3.1.):

3.2.1. Aceite de oliva virgen extra (AOVE)

Se ha obtenido de aceitunas variedad Picual enteras mediante el sistema de extraccion en
frio en dos fases, que es el método utilizado méas cominmente en Espafia (Lozano-
Castellon et al., 2022). El proceso incluye: separacion de hojas y palilleria, molienda,
batido, prensado de la pasta obtenida, lavado con agua, decantacion y obtencion final del
AOVE. Este procedimiento se realizo en la empresa Emilio Vallejo S.A.

(Torredonjimeno, Jaén, Espana).
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3.2.2. Aceite de semilla (AS)

Se obtuvo mediante extraccion mecanica por prensado en frio tras la fragmentacion y
secado de las semillas de hueso de aceituna y la fase de secado, tal y como se describe en
la patente 2389816 (Olmo-Garcia et al., 2011): “Para la obtencion industrial de este
aceite de pepita de hueso de aceituna, partiendo de huesos enteros de aceituna obtenidos
por cualquier sistema de deshuesado, el procedimiento es el siguiente: en una primera
etapa se clasifican por tamarios, en una segunda etapa se llevan a una partidora de hueso
la cual parte el hueso sin dafiar la pepita, en una tercera etapa se llevan a una separadora
clasificadora la cual separa las pepitas o almendras de la cdscara, en una cuarta etapa
se pasan a través de una clasificadora de vision artificial la cual desecha todas las
pepitas defectuosas, en una quinta etapa las pepitas se someten a un suave secado para
dejarlas con la humedad necesaria para su procesamiento posterior, en una sexta etapa
se someten a un prensado en frio en una prensa continua, en una séptima etapa se

procede al filtrado del aceite obtenido” .

Este procedimiento se realizo en la empresa Acer Campestres S.L. (Castillo de Locubin,

Jaén, Espafia).

3.2.3. Aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas

Para obtener este aceite, las aceitunas son limpiadas, deshuesadas y posteriormente
deshidratadas a una temperatura no superior a 40°C. Finalmente, la pulpa deshidratada se
centrifuga en continuo para obtener el aceite final. El procedimiento se describe en la
patente WO 2013/030426 Al (Olmo-Garcia et al., 2014), publicada posteriormente en
una revista cientifica (Olmo-Garcia et al., 2019). Tal y como se describe textualmente en

13

la patente: “... comprende las siguientes etapas: (a) obtencion de pulpa de aceitunas, (b)
deshidratacion de la pulpa de aceituna, dando lugar a pulpa de aceituna deshidratada;
(c) molienda de la pulpa de aceituna deshidratada, dando lugar a polvo seco de aceituna
deshidratada; (d) obtencion de aceite de oliva a partir del polvo seco de aceituna

deshidratada”.

Este procedimiento se realizo en la empresa Acer Campestres S.L. (Castillo de Locubin,

Jaén, Espafia).
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El andlisis cuantitativo de los componentes quimicos presentes en cada uno de los aceites
utilizados se realizd en el Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla, Espaia) con el siguiente

método:

Las muestras de aceite se extrajeron en fase liquida para obtener un extracto de cada una
de ellas, sobre el que se realizaron los ensayos de actividad in vitro, mediante extracciones

consecutivas con metanol: agua y posterior concentracion al vacio.

La composicion en dcidos grasos del aceite se analizo mediante extraccion simultdnea de
aceite y metilacion de acidos grasos de los aceites extraidos. Se utilizé una cromatografia
de gases 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 diametro interno % 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 °C y se utiliz6 hidrogeno como gas portador (0,8 ml/min).

Los fenoles se extrajeron en fase liquida para obtener un extracto de cada uno de ellos
sobre el que posteriormente se realizaron los ensayos de actividad in vitro. Para ello, se
pesaron 140 g de aceite en una balanza y se introdujeron en un vaso de precipitados que
contenia 280 mL de una solucion de metanol: agua en una proporcion de 80:20 (v/v). A
continuacion, la mezcla se tritur6 en una batidora digital Ultra Turrax IKA T25 durante
60 segundos a 1000 rpm. A continuacion, las dos fases se separaron mediante
centrifugacion durante 20 minutos a 21°C y 3000 rpm en una centrifuga Sorvall RT 6000
D. La fase liquida se midié en un tubo de ensayo para determinar el volumen ocupado.
Esta operacion se repitio con la muestra solida resultante de la primera extraccion. Los
dos extractos obtenidos de cada muestra de aceite se mezclaron, se filtraron a través de

papel de filtro y finalmente se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

Los fenoles individuales se cuantificaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPL). El sistema utilizado fue un Hewlett-Packard 1100 con una columna C-
18 (Mediterranea SEA 18, Teknokroma, 250 mm x 4,6 mm, i.d. 5 um) y un detector de
matriz de diodos (DAD), utilizando las longitudes de onda de 254, 280 y 340 nm, con
valvulas de inyeccion automaticas Rheodyne (bucle de 20 puL). La fase movil A fue agua

Milli-Q acidificada con 4cido tricloroacético al 0,01 % y acetonitrilo utilizando el
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siguiente gradiente durante un tiempo total de ejecucion de 55 min: 95 % A inicialmente,
75 % A en 30 min, 50 % A en 45 min, 0 % A en 47 min, 75 % A en 95 miny 95 % A en
52 min hasta completar la ejecucion. La cuantificacion se realizd por integracion de los
picos a diferentes longitudes de onda en funcién de los compuestos, con referencia a

calibraciones realizadas con patrones externos.

El 4cido tricloroacético y el atetonitrilo de grado HPLC se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Deisenhofer, Alemania). El hidroxitirosol, el 3,4-dihidroxifenilglicol, la oleuropeina y
sus derivados se obtuvieron de Extrasynthese (Lyon Nord, Geney, Francia). El tirosol se
obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza) y el agua ultrapura se obtuvo utilizando un sistema de

agua Milli-Q (Millipore, Milford, MA, USA).

Tabla 3.1. Composicion del aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla (AS)

y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada /ADD) administrados a los animales de

experimentacion.

AOVE AS ADD
Acidez (%) 0,12 37,26 0,12
Per6xidos (mEqO2/kg) 8,2 3,1 12,9
K270 0,16 1,39 0,19
K232 1,88 3,23 1,47
Delta K <0,01 0,02 <0,01
Etil oleate (mg/kg) 7 4506 5
Ceras (mg/kg) 34 335 59
Acidos grasos
Miristico (%) 0,01 0,04 0,01
Palmitico (%) 12,24 9,86 13,62
Palmitoleico (%) 1,10 0,26 1,22
Margérico (%) 0,05 0,09 0,05
Margaroleico (%) 0,08 0,07 0,07
Estearico (%) 3,47 2,87 2,62
Oleico (%) 76,60 68,52 77,47
Linoleico (%) 4,95 16,34 3,29
Linolénico (%) 0,71 0,29 0,82
Araquidoénico (%) 0,39 0,56 0,40
Eicosanoico (%) 0,20 0,55 0,22
Benénico (%) 0,10 0,30 0,11
Lignocérico (%) 0,05 0,15 0,07
Esteroles totales (mg/kg) 1367 2653 1528
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Colesterol (%) <0,1 0,3 0,1
Brasicasterol (%) <0,1 <0,1 <0,1
Estigmasterol (%) 0,6 1,8 1,1
B-Sitosterol (%) 94,6 90,1 94,9
D7-Estigmastenol (%) 0,3 1,6 0,3
Eritrodiol+Uvaol (%) 1,0 1,1 3,6
Acidos triterpénicos totales (mg/Kg) 75,40 113,64 913,74
Oleandlico (mg/kg) 22,26 41,02 402,35
Maslinico (mg/Kg) 53,14 72,62 498,14
Ursolico (mg/kg) <5,00 <5,00 13,25
Pigmentos de clorofila (mg/Kg) 23,63 8,16 26,25
Pigmentos carotenoides (mg/Kg) 7,69 9,33 8,12
Escualeno (mg/100g) 440 9 664
Tocoferoles (mg/Kg) 342 11 394
Fenoles totales (ppm) 703+11  530+£5,6  689+39
3,4-dihidroxifenilglicol 1,07 0,215 -
Hidroxitirosol 5,825 29,8 8,88
Tirosol 1,9 22,755 14,04
Vanillina - - -
Acido vanillico - 3,13 -
Acetato de hidroxitirosol - - 26,24
Nuzenida - 14,26 4,46
Derivados de oleuropeina 1 - 26,76 -
Derivados de oleuropeina 2 36,52 23,82 22,66
Derivados Ligustrésidos 49,46 - 49,42
Sum 94,775 120,74 125,7
Potencial de hidroxitirosol (ppm) 25 45 30
% aproximado del potencial de hidroxitirosol 0,0025 0,0045 0,0030

3.3. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Se ha utilizado un total de 50 ratas de la cepa Wistar, adquiridas por el Centro de
Experimentacion Animal (CECA) de la Universidad de Malaga. El peso inicial de los
animales fue de 200-220 g, y quedaron estabuladas en el CECA durante un periodo de
cuarentena de 14 dias. Pasado este tiempo, los animales fueron identificados y
estabulados de forma individual durante la duracion completa del estudio. El animal

diabético debe mantener unas condiciones de estabulacion e higiene ideales para evitar
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cualquier problema o sufrimiento innecesario. En todo momento se controld la ingesta de
agua (no restringida) asi como el alimento (no restringido), con la finalidad de evaluar si
acontecian cambios en los hédbitos alimentarios relacionados con la condicién de diabetes

0 la administracion de los aceites en estudio.

Durante el proceso de identificacion los animales se asignaron aleatoriamente a los

distintos grupos experimentales, constituyéndose cada uno de ellos con 10 animales.

OLIVAR
ACEITUNA
ACEITUNA ENTERA DESHUESADO
ACEITUNA ENTERA HUESO
DESHUESADA
MOLIENDA
BATIDO DESHIDRATADO SEMILLA
PRENSADO l
MOLIENDA l
Pfégéigo PRENSADO
ACEITE DE OLIVA ACEITE DE ACEITUNA ACEITE DE SEMILLA
VIRGEN EXTRA DESHUESADA-+DESHIDRATADA DE OLIVO

Figura 3.1. Esquema del procedimiento de obtencion de los tres tipos de aceites

utilizados en el estudio.

3.4. GRUPOS EXPERIMENTALES

Los animales integrantes del estudio se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes

grupos experimentales (10 ratas/grupo):

- Ratas controles sanas o no diabéticas (RND). Sirvieron de control de las variables
determinadas en condiciones de normoglucemia. Los procedimientos de administracion
de cualquier tipo de sustancias solo difirieron respecto al resto de grupos en que en este

caso se administraba suero fisioldgico como placebo.
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- Ratas controles diabéticas (RD). A estos animales se les indujo la diabetes
experimental (véase mas adelante), no se le administrd ninguno de los aceites de estudio,
tan solo insulina, con la finalidad de reducir la mortalidad por hiperglucemias demasiado

elevadas.

- Ratas diabéticas tratadas. Una vez que se comprobo la presencia de diabetes en cada

animal, se le administraron los aceites motivo de estudio:

- Aceite de oliva virgen extra, en una dosis de 0.5 mL/kg/dia, mediante

canulacion orogastrica, durante dos meses.

- Aceite de semilla, en una dosis de 0.5 mL/kg/dia, mediante canulacion

orogastrica, durante dos meses.

- Aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas, en una dosis de 0.5

mL/kg/dia, mediante canulacion orogastrica, durante dos meses.

Cada uno de los aceites se administraron una vez al dia, siempre a la misma hora, durante

2 meses, incluido el dia del final del seguimiento y obtencion de las muestras bioldgicas.

3.4.1. Induccion de la diabetes mellitus experimental

La diabetes mellitus se indujo mediante la administracion de estreptozotocina (40 mg/Kg)
en una unica dosis intraperitoneal. La estreptozotocina es un antibiotico que provoca la
destruccion de las células B de los islotes pancreaticos y se utiliza experimentalmente para

producir un modelo de diabetes mellitus de tipo 1 (Furman, 2021).

Se catalogd como animal diabético aquel cuya glucosa en sangre, medida con un
glucosimetro FreeStyle (Laboratorios Abbot S.A., Madrid, Espafia) utilizando sangre
procedente de la vena safena, fue de 200 mg/dL durante dos dias seguidos. Para disminuir
la mortalidad de los animales diabéticos debida a cifras demasiado altas de glucosa en
sangre, se administraron 4-6 Ul/dia, via subcutanea, de un andlogo de insulina de accion

prolongada (Levemir®, Novo Nordisk A/S, Bagsvard, Dinamarca).
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3.5. OBTENCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Una vez finalizados los dos meses de seguimiento, se obtuvieron las muestras de orina,
que se recogieron durante 24 h en jaulas metabolicas (Tecniplast S.p.A., Buguggiate,
Italia). Después de centrifugar las muestras a 3500 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se

dividieron en alicuotas y se congelaron a -80°C.

Posteriormente, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico, via
intraperitoneal (40 mg/kg), extrayendo su sangre mediante puncion de la bifurcacion de

las arterias iliacas. A continuacion, se procedié a la decapitacion de los animales.
Se obtuvieron las siguientes muestras biologicas de cada animal:
- Orina, tal y como se ha descrito en el parrafo anterior.

- Sangre. Parte de la sangre se recogio en tubos con anticoagulante (citrato sédico 3.8%,
en proporcion 1:10) Parte de la muestra sanguinea se vertié en tubos con resina, sin
anticoagulacion, con la finalidad de que se formase suero. Se centrifugaron las muestras
sanguineas a 4000 rpm durante 10 min, y se separ6 el suero resultante, alicuotando las
muestras y congelandolas a -80°C hasta el momento de realizar las determinaciones

analiticas.

- Segmentos de aorta. se obtuvo un segmento de la aorta abdominal 0,5 cm anterior a la

bifurcacion de las arterias femorales.

- Cerebro. Una vez colocada la cabeza del animal en una placa refrigerada con hielo, se
disecciono la piel y el tejido muscular de la zona occipital, procediendo al decalotaje 6seo.
Tras seccionar los huesos temporales, se levant6 el hueso y quedo expuesto el cerebro en

su totalidad.

3.5.1. Modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion

Se separaron el cerebelo y el tronco encéfalo, obteniendo del resto de tejido cerebral
cortes transversales de 1 mm con un vibratomo (Campden Instruments, San Francisco,

California, Estados Unidos).
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o Periodo A: Los cortes se incubaron en un buffer cuya composicion fue (mmol/L):
100 NaCl, 0.05 KCI, 24 NaHCOs3, 0.55 KH2PO4, 0.005 CaClz, 2 MgSOs4, 9.8
glucosa (pH 7.4), con perfusion continua de una mezcla de 95% de Oz y 5% de
CO: (Alphagaz MIX. Air Liquide. Espafia). Este periodo tiene una duracion de

30 minutos.

o Periodo B: El tejido cerebral se incub6 en un buffer cuya composicion (mmol/L)
fue igual que la utilizada en el periodo A, pero exento de glucosa y se afiadio 3
mmol/L de CaCl, y 0.001 mmol/L. de MgSOs4. En este paso, se utilizd una
perfusion continua de una mezcla de 95% de N2 y 5% de COz (Alphagaz N». Air
Liquide. Espana), lo que simulaba las condiciones de hipoxia. Este periodo cuenta

con una duracion de 20 minutos.

o Periodo C: Los cortes cerebrales se incubaron en un buffer similar al del periodo
B, pero con glucosa (9.8 mmol/L) y perfundidos con una mezcla de 95% de Oz y

5% de COy durante 120 minutos. Este paso corresponde a la reoxigenacion.

El buffer empleado en cada una de las etapas se sometio, previo a su uso, a una

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

Las muestras cerebrales fueron analizadas al finalizar el modelo completo.
Posteriormente, estas muestras fueron congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a
una temperatura de -80°C. Todas las variables analiticas fueron determinadas antes de

los 7 dias desde que las muestras fueron almacenadas.

3.6. TECNICAS ANALITICAS

Describiremos las caracteristicas principales de las técnicas realizadas atendiendo a su

agrupacion conceptual, tal y como describiremos en la seccion posterior de Resultados.

La mayor parte de las determinaciones se han realizado utilizando kits comerciales, unos
colorimétricos y otros de enzimo-inmunoensayo (ELISA). Los kits de inmunoensayo
enzimatico de 11-deshidrotromboxano B2, 3-nitrotirosina y 6-ceto-prostaglandina Fla
(6-ceto-PGF1a) proceden de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EE. UU.). El

inmunoensayo enzimatico de 8-isoprostano y los kits colorimétricos de capacidad
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antioxidante total fueron de Cell Biolabs, Inc. (Arjons Drive, San Diego, CA, EE. UU.).
Los kits de inmunoensayo enzimdtico de VCAM-1, mieloperoxidasa (MPOx) y
lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL) provenian de Abyntek Biopharma, S.L.
(Vizcaya, Bilbao, Espafia). Los kits de concentracion de glutation y actividad de glutation
peroxidasa y los kits de inmunoensayo enzimatico de 8-hidroxi 2 desoxiguanosina, fueron
de Abcam plc (Cambridge, CB2 0AX, Reino Unido). El coldgeno se obtuvo de Menarini
Diagnostica (Barcelona, Espafia). Todos los demds reactivos provenian de Sigma

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

3.6.1. Analitica sérica estandar. incluvendo perfil hepatico, renal v lipidico

Todos los parametros bioquimicos se analizaron con el autoanalizador Atellica®CH de

Siemens Healthineers (Erlangen, Alemania).

Se determinaron todas las variables atendiendo a las instrucciones de los kits utilizados

en el autoanalizador. Estas determinaciones fueron las siguientes:
- Variables de bioquimica general, hepatica y renal
- Glucosa
- Proteinas totales (PT)
- Albimina
- Creatinina
- Aspartato aminotransferasa (AST)
- Alanina aminotransferasa (ALT)
- Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)
- Fosfatasa alcalina (FA)
- Variables de perfil lipidico

- Colesterol total
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- Colesterol LDL (Low Density Lipoprotein)
- Colesterol HDL (High Density Lipoprotein)
- Triglicéridos (TGC)

3.6.2. Variables iniciales de la vasculopatia

- Lipoproteina de baja densidad oxidada en suero (oxLDL), molécula que se oxida por
radicales libres en las primeras fases de la vasculopatia diabética. Se determind mediante

ELISA comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

- Mieloperoxidasa (MPOx), indice de activacion leucocitaria. Se determindé mediante

ELISA comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

- Molécula de adhesion vascular VCAM-1, indice de activacion endotelial en situacion
inicial de inflamacion vascular. Se determind mediante ELISA comercial, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.6.3. Variables de inflamacion vascular: estrés oxidativo v nitrosativo

3.6.3.1. VARIABLES OXIDATIVAS

- Peroxidacion lipidica, a través de la determinacion de productos de reaccion con el acido
tiobarbitirico (TBARS), cuyo principal representante es el malondialdehido (MDA). Se
utilizo un kit comercial colorimétrico con deteccion a 532 nm, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

- Produccion global de compuestos oxidantes, a través de la determinacion de 8-
isoprostanos urinarios, compuestos derivados de la interaccion de los radicales libres con
el 4cido araquidonico, produciendo una peroxidacion de este acido graso, que forma 8-
epi-PGF2, (8-isoprostanos) sin intervencion enzimatica alguna (Costabile et al., 2015). Se

determiné mediante ELISA comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

- Dafio de ADN producido por radicales libres, a través de la determinacion de 8-hidroxi-
2-desoxiguanosina. Se determind mediante ELISA comercial, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

79



- Produccioén de peroxinitritos, para valorar el estrés nitrosativo, es decir, la formacion de
radicales libres derivados del 6xido nitrico (RNO). Estos radicales nitran al aminoacido
tirosina en proporcion 1:1, formando 3-nitrotirosina. Se determiné mediante ELISA

comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6.3.2. VARIABLES ANTIOXIDANTES

- Capacidad antioxidante total (TAC), como indice de la capacidad de una muestra para
ejercer una defensa antioxidante utilizando todos sus mecanismos de inhibicion de los

** a Cu" mediante

radicales libres. El ensayo TAC se basa en la reduccion de Cu
antioxidantes como el 4cido urico y la reacciéon con un cromoégeno, determinando la

absorbancia a 490 nm, mediante kit colorimétrico comercial.

- Concentracion de glutation reducido (GSH), principal tripéptido que usa el organismo
como almacén de un sistema antioxidante cuantitativamente importante. Se utilizo un test
comercial colorimétrico, cuyas instrucciones se siguieron para la obtencion de las

concentraciones de GSH.

- Actividad glutation peroxidasa (GSHpx), enzima que oxida al SHG en GSSG,
consumiendo NADPH, el cual interactia con los radicales libres disminuyendo su
capacidad oxidante. Se utilizé un test comercial colorimétrico basado en un método de

cinética espectrofotométrica.

3.6.4. Variables de estimulacion trombogénica

- Agregometria plaquetaria. La capacidad de las plaquetas para agregarse se cuantifico
mediante un agregémetro de impedancia eléctrica en sangre total (Chrono-Log 540,
Chrono-Log Corp., Haverton, PA, EEUU.), utilizando colageno (10 pg/mL) como
inductor de la agregacion plaquetaria. Se cuantifico la maxima intensidad de agregacion

plaquetaria (Imax) a los 10 min de anadir el colageno.

- Produccion de tromboxano. En la orina se detecta la presencia de un metabolito estable
del tromboxano As, el 11-dehidro-tromboxano B», producto de la formacién global de
este prostanoide en el todo el organismo. Se determindé mediante ELISA comercial,

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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- Produccidn de prostaciclina. En la orina se detecta la presencia de un metabolito estable
de la prostaciclina, la 6-keto-prostaglandina Fi,, producto de la formacioén global de este
prostanoide en el todo el organismo. Se determind mediante ELISA comercial, siguiendo

las instrucciones del fabricante.

3.6.5. Repercusion morfologica vascular de la macroangiopatia

El estudio morfométrico se realizé en el segmento adrtico que va desde la bifurcacion de
las arterias renales hasta 1 cm hacia arriba. El segmento vascular se fijé6 con
paraformaldehido 10% durante 48 horas, procediéndose al método estandar de inclusion
en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 mm, los cuales se sometieron a una tincion con

hematoxilina y eosina.

Las muestras se examinaron con un microscopio Optico digitalizado. El andlisis
morfométrico se realizd con el programa informético Visilog v. 6.3 con licencia del

Servicio Central de Ayuda a la Investigacion de la Universidad de Malaga (SCAI).

De cada muestra arterial, se analizaron 10 secciones elegidas al azar de 5 a 7 portaobjetos.
En cada seccion cuantificamos las variables, area de la luz (AL) y area de toda la seccion

arterial (AT). El area de la pared arterial (APV) se calcul6 de la siguiente manera:
APV =AT - AL

Ademas, se usaron secciones adrticas tefiidas para contar el nimero de nucleos de células
de musculo liso en la tinica media. La imagen se segmento6 en una nueva imagen binaria,
con el color negro representando los nucleos. Se calcul6 el nimero de nucleos celulares
dentro de cuatro campos de aproximadamente 10.000 um? a 0°, 90°, 180° y 270° en cada

seccion.

3.6.6. Variables de daiio cerebral tras un modelo de hipoxia-reoxigenacion

- Valoracion de muerte celular. Se cuantificd en el sobrenadante de los cortes cerebrales
sometidos a hipoxia-reoxigenacion, a través de la cuantificacion de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), mediante test comercial colorimétrico (Roche Applied Science.
Barcelona, Espafia) que se basa en la capacidad de la LDH para realizar el paso de

piruvato a acido lactico, cuantificandolo espectrofotométricamente a 490 nm.
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- Variables de estrés oxidativo y nitrosativo. Los cortes de cerebro se homogeneizaron
en un buffer salino con una concentracion de fosfato 50 mM (pH 7.0), en proporcion 1/15
(w/v). Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se obtuvo
el sobrenadante y se alicuoto, congelando las alicuotas a -80°C hasta que fueron utilizadas
para la cuantificacion de las distintas variables de estrés oxidativo y nitrosativo. Los

métodos utilizados son los mismos que los descritos en las muestras de suero:
- Peroxidacion lipidica: productos de reaccion con 4cido tiobarbitirico (TBARS)
- Dafios de ADN por radicales libres: 8-hidroxi-2-desoxiguanosina
- Produccion de peroxinitritos: 3-nitrotirosina
- Capacidad antioxidante total del tejido cerebral (TAC)

- Niveles de glutation reducido (GSH) y actividad de glutation peroxidasa
(GSHpx)

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos en el texto, tablas y figuras se expresan como media + desviacion estandar (DE)
de 10 animales. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico
para ciencias sociales ver. 29.0 (SPSS Co., Chicago, IL, EE. UU.). Se utilizaron andlisis
de varianza unidireccionales seguidos de transformacion de Bonferroni y pruebas t de
Student para datos no apareados. En todos los casos se asumi6 significacion estadistica a

un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Expondremos los resultados obtenidos atendiendo a un orden didactico, siguiendo las
fases fisiopatoldgicas de la macroangiopatia diabética, expuestas en la introduccion de

esta tesis. Para ello, seguiremos el siguiente orden esquematico:
4.1. Pardmetros zoométricos basicos.
4.2. Analitica sérica estandar, incluyendo perfil hepatico, renal y lipidico.

4.3. Variables iniciales de la vasculopatia: mieloperoxidasa leucocitaria, proteinas

adhesivas endoteliales y LDL oxidada.
4.4. Variables de inflamacion vascular, centrandonos en el estrés oxidativo y nitrosativo.

4.5. Variables de estimulacion trombogénica, como indice de disfuncion endotelial y
estimulacion plaquetaria: agregacion plaquetaria y produccion de tromboxano y de

prostaciclina.
4.6. Repercusion morfologica vascular de la macroangiopatia.
4.7. Variables de dafio cerebral tras un modelo de hipoxia-reoxigenacion.

En cada caso expondremos los cambios observados por la diabetes mellitus experimental
y los posibles efectos de la administracion de los aceites utilizados sobre todas las

variables cuantificadas.

4.1. PARAMETROS ZOOMETRICOS BASICOS

En la Tabla 4.1. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a tres parametros zoométricos basicos (peso corporal al finalizar el
periodo de seguimiento, comida y bebida ingeridas diariamente a lo largo de dicho

periodo), asi como la diuresis diaria.

En la Figura 4.1. se representa graficamente el efecto del modelo experimental de diabetes
tipo 1 en dichos parametros y en la Figura 4.2. el efecto que produjo la administracion de

los tres tipos de aceite utilizados.
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Los animales diabéticos mostraron una menor tasa ganancial de peso corporal, asi como
una mayor ingesta de comida y bebida. La administracion de los aceites, si bien muestra

tendencias, en ninglin caso llegan a la significancia estadistica.

Tabla 4.1. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a los
parametros zoométricos de los animales controles no diabéticos (CND), controles
diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de oliva
virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de

aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD
Peso corporal 450+6.1  343+16.0%* 376+31.0° 317+7.9  335+30.0
(g

Comidaingerida 167,51 283144% 213429 224408 243446
(g/dia)

Bebida ingerida 359,144 105445.0% 80.8422.8 75.5419.5 80.8+15.2
(mL/dia)

Diuresis (mL/dia)

15.6+1.3 34.3+£3.2* 17.1£1.9" 15.9+2.6° 17.9£11.7°

*p < 0.05 respecto a CND; "p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS
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Figura 4.1. Valores medios (media + desviacion estandar) del peso corporal, comida y
bebida ingeridas durante el periodo de seguimiento en los animales controles no

diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.2. Valores medios (media + desviacion estandar) del peso corporal, comida y
bebida ingeridas durante el periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles
(CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra

(AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD). ?p < 0.05 respecto a AS.
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4.2. VARIABLES ANALITICAS SERICAS

En la Tabla 4.2. y 4.3. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables analiticas séricas del perfil glucidico (glucemia), proteico
(creatinina, proteinas totales y albiimina), hepatico (transaminasas -aspartato y alanina
aminotransferasa-, gamma-glutamil transpeptidasa y fosfatasa alcalina) y lipidico

(colesterol total y sus fracciones LDL y HDL, y triglicéridos).

En las Figuras 4.3., 4.4., 4.6. y 4.8. se representa graficamente el efecto del modelo
experimental de diabetes tipo 1 en dichos parametros y en las Figuras 4.3., 4.5.,4.7. y

4.9. el efecto que produjo la administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

Los animales diabéticos mostraron un desequilibrio en casi todas estas variables, en
primer lugar, una clara hiperglucemia, la cual no es modificada por ninguno de los
tratamientos administrados, asi como un estado hipercolesterolémico que solo corrige la
administraciéon de AOVE. Por otro lado, la diabetes mellitus provoca un incremento de
todas las variables hepaticas analizadas, frenando este perfil los aceites utilizados, sobre
todo en lo referente a las enzimas aspartato aminotransferasa y gamma glutamil

transpeptidasa.
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Tabla 4.2. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las
variables analiticas séricas generales de los animales controles no diabéticos (CND),
controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de
aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o

aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD
Glucosa 86.4+52  452+49.4*  538+103  499+99.0  481+104
(mg/dL)
Creatinina 03£0.01 0.7£0.03* 0.6+0.06° 0.6£0.07° 0.5+0.04*
(mg/dL)
Proteinas 5540.1 53402 55403 52402  5.1402
(g/dL)
Albumina 1540.06 14402 13401  1.4+0.08  1.3%0.06
(g/dL)
AST + + +
83.1443 111£10.3* 60.0£19.1° 73.449.4° 57.8415.7
(U/L)
ALT .
5094115 84.345.9% 66.4425.0 59.5434.1 63.7414.6
(U/L)
GGT 1.0£0.1  23+04*  13404°  12+404"  1.4405'
(U/L)

Fosfatasa alcalina 73.9+11.8 283+6.0%* 2544203 208+42.2% 235+14.9
(U/L)

*p < 0.05 respecto a CND; "p < 0.05 respecto a CD
AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil

transpeptidasa
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Figura 4.3. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil glucidico (glucosa
sanguinea) al final del periodo de seguimiento en los animales no diabéticos controles
(CND), diabéticos controles (CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de

aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y

aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CND.

91



Creatinina sérica Proteinas totales séricas

0.8+ . 6—
— T

o
(o))
|

o
[N)
|

Creatinina (mg/dL)
o
¢ N ¢
I
Proteinas (g/dL)

o
o
|
o
L

I I T T
CND CD CND CD

CND: controles no diabéticos CND: controles no diabéticos
CD: controles diabéticos CD: controles diabéticos

Albumina sérica

2.0
= 1.5 T T
o
>
g 1.0~
IS
=
o
< 0.5
0.0-
T T
CND CD

CND: controles no diabéticos
CD: controles diabéticos

Figura 4.4. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil proteico al final del
periodo de seguimiento en los animales controles no diabéticos (CND) y controles

diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.5. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil proteico al final del
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tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla

del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

*p < 0.05 respecto a CD.
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Figura 4.6. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil hepatico al final del
periodo de seguimiento en los animales controles no diabéticos (CND) y controles

diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.7. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil hepatico al final del
periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles (CD) y en los diabéticos
tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla

del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

“p <0.05 respecto a CD.
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Tabla 4.3. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes al perfil

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

animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de aceite de oliva virgen extra
(AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD

Colesterol total 52 5,069 75613 6% 63.041.9° 733426 60.0+45.7
(mg/dL)

LDL colesterol 187412 37.144.8% 21.642.6° 24.3+23* 18.7+1.3"
(mg/dL)
HDL colesterol 15 9,39 17.741.6 24.9+2.0° 25.9+41.7° 29.3+3.3*
(mg/dL)

Triglicéridos 5391115 13046.9% 95543.1" 103457 70.8+5.3"
(mg/dL)

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

LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoproteina de alta densidad
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Figura 4.8. Valores medios (media + desviacion estandar) del perfil lipidico al final del
periodo de seguimiento en los animales controles no diabéticos (CND) y controles

diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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4.3. VARIABLES INICIALES DE LA VASCULOPATIA

En la tabla 4.4. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables iniciales de la vasculopatia (mieloperoxidasa, VCAM-1

y LDL oxidada).

En la Figura 4.10. se representa graficamente el efecto del modelo experimental de
diabetes tipo 1 en dichos parametros y en la Figura 4.11. el efecto que produjo la

administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

Los animales diabéticos mostraron un incremento significativo de todas estas variables.
La administracion de los tres tipos de aceite produjo una disminucion de las variables
mieloperoxidasa y LDL oxidada (disminucién estadisticamente significativa). Los
animales tratados con AOVE y ADD, también redujeron significativamente los valores

de VCAM-1.

Tabla 4.4. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las
variables séricas de la primera fase de vasculopatia de los animales controles no
diabéticos (CND), controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5
mL/kg de peso de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la
aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD

MPOX (70007 2.7402%  1.6:04° 1.9+0.1° 1.8+0.1"

(ng/mL)

VCAM-1 40107 7.6007%  47+13% 72404  52+1.1

(ng/mL)

oxLDL i . X
1404202 257+410.5% 2144119 227+10.7° 202+18.3

(ng/mL)

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

MPOx: mieloperoxidasa; VCAM-1: molécula de cito-adhesion vascular tipo 1; oxLDL:

lipoproteina de baja densidad oxidada
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Figura 4.10. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables iniciales del
proceso de vasculopatia al final del periodo de seguimiento en los animales controles no

diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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controles (CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen
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deshuesada y deshidratada (ADD). "p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS.
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4.4. VARIABLES DE INFLAMACION VASCULAR: ESTRES OXIDATIVO Y
NITROSATIVO

En la Tabla 4.5. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables relacionadas con el estrés oxidativo y nitrosativo. Se
muestran parametros de estimulacion oxidativa (peroxidos lipidicos, dafio de ADN
causado por radicales libres, 8-isoprostanos y 3 nitrotirosina) y otros que definen la
capacidad defensiva antioxidante del organismo (capacidad antioxidante total, glutation

reducido y actividad glutation peroxidasa).

En las Figuras 4.12. y 4.14. se representa graficamente el efecto del modelo experimental
de diabetes tipo 1 en dichos parametros y en las Figuras 4.13. y 4.15. el efecto que produjo

la administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

La diabetes mellitus experimental produce un claro estrés oxidativo y nitrosativo,
incrementandose significativamente todos los pardmetros oxidativos (2.1 veces los
perdxidos lipidicos, 1.6 veces la produccion de dano de ADN, 7.3 veces la concentracion
urinaria de 8-isoprostanos y 4.4. veces la de peroxinitritos) y disminuyendo los que
definen la defensa antioxidante (25.6% de reduccion de la capacidad antioxidante total,
27.8% de reduccion en los niveles de glutation reducido y 72.1% de reduccion en la

actividad glutation peroxidasa).

Los aceites administrados redujeron las concentraciones de productos oxidativos e

incrementaron la defensa antioxidante.
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Tabla 4.5. Valores medios (media = desviacion estandar) correspondientes a las
variables séricas de estrés oxidativo y nitrosativo de los animales controles no
diabéticos (CND), controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5
mL/kg de peso de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la
aceituna (AS) o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD
TBARS 40408  8.6£0.7% 3.7£0.9° 4.9+0.5"  1.740.3"P
(nmol/mg prot)

8-OH-dG 155404 253+1.6* 3.6£0.8%% 6.3£0.9° 13+02%
(ng/mL)

8-isoprostanos ¢ 405 47.140.6% 14.040.8° 13.440.5° 14.840.8*
(ng/mg creat.)

3-nitrotirosina 145,09 ¢1.943.4% 43.8412° 44240.8° 39.842.2°
(pg/mL)

TAC 17.140.5 12.7+0.7* 14.9+1.6" 15.7+1.5° 15.6£0.5"
(U/mL)

GSH 12147.5 87.746.7% 94.843.1 92.143.1 12342.0°
(nmol/mL)

GSHpx 26.841.0 7.541.2% 17.043.0° 15.942.6" 24.742.2%
(nmol/min/mL)

*p < 0.05 respecto a CND; "p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS; ®p < 0.05
respecto a ASy AOVE

TBARS: productos de reaccion con acido tiobarbitarico (peroxidos lipidicos); 8-OH-dG:
8-hidroxi-2-deoxiguanosina; TAC: actividad antioxidante total; GSH: glutation reducido;

GSHpx: actividad glutation peroxidasa; creat.: creatinina urinaria.
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Figura 4.12. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables oxidativas y
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Figura 4.13. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables oxidativas y
nitrosativas al final del periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles
(CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra

(AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna
deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD; p < 0.05 respecto a AS; °p
< 0.05 respecto a AS y AOVE.
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Figura 4.14. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
antioxidantes al final del periodo de seguimiento en los animales controles no diabéticos

(CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Actividad antioxidante total sérica Glutation reducido1 sérico
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Figura 4.15. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
antioxidantes al final del periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles
(CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra
(AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna
deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD; p < 0.05 respecto a AS; °p
< 0.05 respecto a AS y AOVE.
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4.5. VARIABLES DEL ESTADO TROMBOGENICO

En la Tabla 4.6. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables relacionadas con una activacion trombogénica derivada
de un estado de hiperglucemia mantenida y una disfuncion endotelial subsecuente. Como
variables protrombdticas se muestra la capacidad agregante de las plaquetas inducidas
con 10 pg/mL de coldgeno y la produccion plaquetaria de tromboxano B,. Como variable
antitrombotica se muestran los resultados obtenidos en la produccion global de
prostaciclina, a través de la cuantificacion urinaria de su principal metabolito, la 6-keto-

prostaglandina Fiq.

En la Figura 4.16. se representa graficamente el efecto del modelo experimental de
diabetes tipo 1 en dichos pardmetros y en la Figura 4.17. el efecto que produjo la

administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

Los animales diabéticos muestran un claro desequilibrio en estas variables,
incrementandose la capacidad agregante de las plaquetas 2.1 veces respecto a lo
cuantificado en los animales normoglucémicos, la produccién de tromboxano B> 2.8

veces y reduciéndose en un 58.8% la produccion de 6-keto-prostaglandina Fig.
Todos los aceites administrados disminuyen los pardmetros pro-tromboticos y reducen en

gran medida la pérdida de produccion de prostaciclina causada por la diabetes mellitus,

destacando el efecto del aceite de aceituna deshuesada y deshidratada.
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Tabla 4.6. Valores medios (media = desviacion estandar) correspondientes a las
variables relacionadas con la trombogénesis de los animales controles no diabéticos
(CND), controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso
de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS)

o aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD
Imax 12.0£0.9 25.742.5% 14.9+1.6" 20.1£1.3" 15.7£2.9"
(ohms)
TxB2

3.9£1.3 11.1+0.9*% 6.5£1.2°  9.1£1.5" 4.9+0.8"
(pg/mg creat.)

6-keto-PGF1la

16.4+0.7 6.7+0.9* 10.5+0.8" 9.8+0.8" 14.8+2.4"°
(pg/mg creat.)

*p < 0.05 respecto a CND; "p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS; ®p < 0.05
respecto a ASy AOVE

Imax: intensidad méaxima de agregacion plaquetaria en sangre total inducida con
coldgeno; TxB2: tromboxano B2 urinario; 6-keto-PGFla: 6-keto-prostaglandina Fla
urinaria; creat.: creatinina urinaria.
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Figura 4.16. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables del estado
protrombotico al final del periodo de seguimiento en los animales controles no

diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.17. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables del estado
protrombotico al final del periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles
(CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra
(AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna

deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05 respecto a CD; p < 0.05 respecto a AS; °p

< 0.05 respecto a AS y AOVE.
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4.6. MORFOMETRIA DE LA PARED VASCULAR AORTICA

En la Tabla 4.7. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables relacionadas con las repercusiones morfoldgicas de la
pared arterial. Se muestran los valores morfométricos obtenidos al determinar el grosor
medio de la pared arterial adrtica y el recuento de células musculares lisas en la capa

media de dicha arteria.

En las Figura 4.18. se muestran ejemplos representativos de algunas muestras de cada
uno de los grupos estudiados. En la Figura 4.19. se representa graficamente el efecto del
modelo experimental de diabetes tipo 1 en dichos pardmetros y en la Figura 4.20. el efecto

que produjo la administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

En los animales diabéticos se cuantificé un incremento en el grosor de la pared arterial
(38.6%) y una proliferacion de fibras musculares (31.1%). Los aceites utilizados frenaron
en engrosamiento global de la pared vascular y evitaron la proliferacion de células

musculares lisas vasculares.

Tabla 4.7. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las
variables morfologicas aorticas de los animales controles no diabéticos (CND),
controles diabéticos (CD) y animales diabéticos tratados con 0.5 mL/kg de peso de
aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o

aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD

Grosorpared  y04156 14443.0%  11444.1° 115455 117£10.1°
(um)

Células fml
(Nx10%/pum?)

40.3£2.1 52.94+2.7* 38.7+£0.9" 40.7+1.3" 38.7+1.6"

*p < 0.05 respecto a CND; “p < 0.05 respecto a CD

fml: capa muscular, fibras musculares lisas
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Figura 4.18. Imagenes representativas de muestras histologicas de aorta al final del
periodo de seguimiento en los animales diabéticos controles (CD) y en los diabéticos
tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla

del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Hematoxilina-eosina (X20).
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Figura 4.19. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
morfométricas de los segmentos arteriales de aorta al final del periodo de seguimiento
en los animales controles no diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05

respecto a CND.
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Figura 4.20. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
morfométricas vasculares adrticas al final del periodo de seguimiento en los animales
diabéticos controles (CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de

oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de

aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). "p < 0.05 respecto a CD.

115



4.7. VARIABLES DE DANO CEREBRAL TRAS UN MODELO DE HIPOXIA-
REOXIGENACION

En la Tabla 4.8. se muestran los valores medios (media + desviacion estandar)
correspondientes a las variables relacionadas con el dafio producido en cortes cerebrales
de las ratas integrantes del estudio, sometidos a un modelo de hipoxia-reoxigenacion. Se
muestra un parametro de muerte celular (lactato deshidrogenasa) y diversos componentes
de estrés oxidativo y nitrosativo, ya sean prooxidantes (peréxidos lipidicos, dafio de ADN
inducido por radicales libres y peroxinitritos) o antioxidantes (actividad antioxidante
total, glutation reducido y actividad glutation peroxidasa), al final del periodo de

reoxigenacion.

En las Figuras 4.21., 4.22. y 4.24. se muestran graficamente el efecto del modelo
experimental de diabetes tipo 1 en dichos parametros y en las Figuras 4.21., 4.23. y 4.25.

el efecto que produjo la administracion de los tres tipos de aceite utilizados.

El modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion cerebral produce un 76.6% mas muerte
celular en los animales diabéticos que en los normoglucémicos, reduciéndose con los tres
aceites, si bien destaca el de aceitunas deshuesadas y deshidratadas. Asimismo, todos los
parametros de estrés oxidativo y nitrosativo se desequilibran significativamente en mayor
medida en los animales diabéticos, mostrando un re-equilibrio tras la administracion de

los aceites utilizados.
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Tabla 4.8. Valores medios (media + desviacion estandar) correspondientes a las

variables de muerte celular y estrés oxidativo y nitrosativo en cerebro tras el modelo de

hipoxia-reoxigenacion, de los animales controles no diabéticos (CND), controles

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

virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de la aceituna (AS) o aceite de

aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

Variable CND CD AOVE AS ADD

LDH 74407  13.1403*  83+1.1'  10.140.9°  6.3+0.9"
(U/mL)

TBARS 7314102 1676£263% 364438.1°  603+49.4% 324432.5°
(nmol/0.1 g tejido)

8-OH-dG 136£15.6 564+32.5% 171473  18345.3" 167422
(ng/0.1 g tejido)

3-nitrotirosina 10149.8  246+12.2%  15647.5"  16642.7°  10949.1"
(pg/0.1 g tejido)

TAC 7314202 499450.0% 73941370 629454.9% 7594276
(U/0.1 g tejido)

GSH 2484383 85.9+41.4%  11843.7°  121+1.8° 12543.2%¢
(nmol/0.1 g tejido)

GSHpx 832432 49.4+442%  81.642.1° 86.742.8" 87.042.2°

(nmol/min/0.1 g
tejido)

*p < 0.05 respecto a CND; "p < 0.05 respecto a CD; ?p < 0.05 respecto a AS; °p < 0.05
respecto a AS y AOVE; °p <0.05 respecto a AOVE

LDH: lactato deshidrogenasa; TBARS: productos de reaccidon con acido tiobarbiturico

(peréxidos  lipidicos);

8-OH-dG:

8-hidroxi-2-deoxiguanosina; TAC: actividad

antioxidante total; GSH: glutation reducido; GSHpx: actividad glutation peroxidasa;

creat.: creatinina urinaria.
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Figura 4.21. Valores medios (media + desviacion estandar) de lactato deshidrogenasa en
el modelo de hipoxia-reoxigenacion cerebral, al final del periodo de seguimiento en los
animales no diabéticos controles (CND), diabéticos controles (CD) y en los diabéticos
tratados con 0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla
del hueso de las aceitunas (AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD).

*p < 0.05 respecto a CND; “p < 0.05 respecto a CD; *p < 0.05 respecto a AS.
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Figura 4.22. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables oxidantes
tras el modelo de hipoxia-reoxigenacion cerebral, al final del periodo de seguimiento en
los animales controles no diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD). *p < 0.05

respecto a CND.
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Figura 4.23. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables oxidativas
tras el modelo de hipoxia-reoxigenacion cerebral, al final del periodo de seguimiento en
los animales diabéticos controles (CD) y en los diabéticos tratados con 0.5 mL/dia p.o.
de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de las aceitunas

(AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). “p < 0.05 respecto a CD.
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Figura 4.24. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
antioxidantes tras el modelo de hipoxia-reoxigenacion cerebral, al final del periodo de
seguimiento en los animales controles no diabéticos (CND) y controles diabéticos (CD).

*p < 0.05 respecto a CND.
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Figura 4.25. Valores medios (media + desviacion estandar) de las variables
antioxidantes tras el modelo de hipoxia-reoxigenacion cerebral, al final del periodo de
seguimiento en los animales diabéticos controles (CD) y en los diabéticos tratados con
0.5 mL/dia p.o. de aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite de semilla del hueso de

las aceitunas (AS) y aceite de aceituna deshuesada y deshidratada (ADD). *p < 0.05
respecto a CD.
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5. DISCUSION

Podemos destacar dos conceptos generales derivados del analisis de los resultados
obtenidos en este estudio, valorando algunos biomarcadores relacionados con la
fisiopatologia vascular en un modelo experimental de diabetes mellitus: (1) el aceite
obtenido de las semillas de aceitunas variedad Picual (AS) presenta unos efectos muy
similares al AOVE en la mayoria de las variables determinadas; (2) la deshidratacion de
la pulpa de las aceitunas variedad Picual deshuesadas, muestra un mayor efecto que
AOVE y AS en algunas variables relacionadas con la inflamacién vascular (VCAM-1),
el desequilibrio hemostatico (tromboxano y prostaciclina) y el estrés oxidativo (peroxidos
lipidicos, 8-OH-2-doxiguanosine y actividad glutation-peroxidasa). Esta vision general

requiere un analisis interpretativo mas detallado, lo cual realizaremos a continuacion.

Los resultados obtenidos con la administracion de AOVE a los animales diabéticos
coinciden plenamente con experimentos previos de nuestro grupo de investigacion en el
mismo modelo experimental de diabetes mellitus, referente a biomarcadores
cardiovasculares y de dafio isquémico cerebral (De La Cruz et al., 2010; Gonzalez-Correa
et al., 2007). Tanto en estos trabajos como en el presente estudio se confirman los efectos
beneficiosos del AOVE en situaciones de dafio vascular, fundamentalmente en un sentido
de prevencion de fenomenos de inflamacion vascular, estrés oxidativo, desequilibrio de
factores pro y antitromboticos y de dafio cerebral derivado de la isquemia. Al usar los
otros dos tipos de aceites se debe esperar que, al menos, presenten un efecto similar al de

AOVEy, a ser posible, mejorarlo en algunos aspectos.

Plantearemos la discusion de los resultados obtenidos atendiendo a tres apartados
secuenciales: influencia del modelo experimental, valoracion del efecto de los aceites
utilizados y una aproximacion sobre qué componentes de estos aceites podrian ser los

responsables de dichos efectos.

5.1. INFLUENCIA DEL. MODELO EXPERIMENTAL EN LAS VARIABLES
DETERMINADAS

El modelo de diabetes experimental empleado en este estudio es uno de los mas utilizados

en los trabajos de investigacion que hacen referencia a las complicaciones vasculares de
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la diabetes mellitus, sobre todo la tipo 1 (Martin-Carro et al., 2023; Pandey et al., 2023).
En este modelo, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que se alteran las principales
vias bioquimicas que estan implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad vascular en

la diabetes (Jebari-Benslaiman et al., 2022), corroborandose en el presente estudio:

- Perfil lipidico. Se ha comprobado un incremento significativo de los niveles séricos de
colesterol total, fundamentalmente debido a su fraccion LDL, asi como de los niveles
séricos de triglicéridos (Tabla 4.3. y Figura 4.8.). Por lo tanto, el primer escalon del

proceso vascular se encuentra alterado en el modelo experimental.

- Perfil renal. En el presente estudio se ha confirmado un incremento de la creatinina
sérica, que unido a un descenso en el aclaramiento de creatinina (Rodriguez-Pérez et al.,
2021) marca un perfil de dafio renal, es decir, la presencia de una nefropatia diabética

(Tabla 4.2. y Figura 4.4.).

- Perfil hepatico. En el modelo experimental utilizado en este estudio se ha cuantificado
una elevacion significativa del conjunto de enzimas hepaticas (ALT, AST, GGT y
fosfatasa alcalina (Tabla 4.2. y Figura 4.6.) en los animales diabéticos. Est4 descrito este
perfil bioquimico, especialmente en la diabetes tipo 2, pero también se relaciona con la
tipo 1 como indice de inflamacion del tejido hepatico y de un estrés oxidativo tisular
(Rafaqgat et al., 2023), hechos ambos que acontecen en otros tejidos en la diabetes tipo 1,
como el sistema cardiovascular, riiién y tejido nervioso (Lopez-Villodres et al., 2016;

Reyes et al., 2017).

- Variables iniciales de la vasculopatia. E1 modelo experimental produce un incremento
de mieloperoxidasa (MPOx), proteinas adhesivas endoteliales (VCAM-1) y LDL oxidada
(oxLLDL) (Tabla 4.4. y Figura 4.10.). Estas variables indican un estado de activacion del
inicio del proceso de vasculopatia, sobre todo a nivel de un mayor estado de adhesion de
monocitos a la capa endotelial arterial, una activacion leucocitaria general y un proceso
de estrés oxidativo, una de cuyas dianas es la LDL. Es reconocido que este es el punto

clave para el inicio de la inflamacion en el tejido arterial (Jebari-Benslaiman et al., 2022).

- Estrés oxidativo y nitrosativo. Todos los pardmetros de estrés oxidativo y nitrosativo

estan alterados en los animales diabéticos, mostrando un incremento de las variables que
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indican un estado prooxidante y una disminucién de las variables antioxidantes (Tabla
4.5. y Figuras 4.12. y 4.14.) Estos resultados indican que los vasos sanguineos de los
animales diabéticos tienen una actividad oxidativa que favorece la estimulacion del resto
de vias implicadas en la vasculopatia diabética (Lopez-Villodres et al., 2016; Reyes et al.,

2017; Rodriguez-Pérez et al., 2021).

- Estado trombogénico. Los animales diabéticos presentan una agregabilidad de las
plaquetas y una sintesis de tromboxano mayor que los animales normoglucémicos,
paralelamente a una menor produccion de prostaciclina (Tabla 4.6. y Figura 4.16). Este
perfil indica que estos animales tienen un mayor riesgo de aparicion de un evento
trombotico, lo cual confirma lo que se conoce a este nivel en la macroangiopatia de la

diabetes mellitus (Brand-Miller et al., 2009).

- Alteracion morfologica de la pared arterial. Dos son las modificaciones morfologicas
descritas en la vasculopatia diabética: incremento del grosor de la pared arterial y
proliferacion de las fibras musculares lisas. Ambas variables se encuentran incrementadas
en los animales diabéticos, lo cual indica que este modelo experimental reproduce todas
las fases de la patogénesis de la vasculopatia arterial en la diabetes, incluido el dafio

morfologico (Tabla 4.7. y Figuras 4.18. y 4.19.).

- Alteracion en el tejido cerebral. Mas alla de las lesiones bioquimicas y morfologicas
arteriales, en el modelo experimental de diabetes mellitus utilizado también se producen
unas modificaciones en el tejido cerebral que lo hacen mas vulnerable ante una injuria
isquémica (Gonzalez-Correa et al., 2006). En los animales diabéticos se produce una
mayor tasa de muerte celular tras el modelo experimental de hipoxia-reoxigenacion
cerebral, acompafiado de un mayor incremento del estrés oxidativo y nitrosativo en tejido

nervioso (Tabla 4.8. y Figuras 4.21., 4.22. y 4.24.).

Por lo tanto, en el modelo experimental utilizado en este estudio existe una clara
disfuncion bioquimica y morfoldgica vascular, todo ello compatible con los eventos
descritos para la vasculopatia diabética, asi como una mayor sensibilidad tisular ante el
dafio isquémico cerebral, 6rgano diana de dicha macroangiopatia, sobre todo de tipo

isquémico.
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En la Tabla 5.1. mostramos una vision de los cambios porcentuales obtenidos en los
animales diabéticos controles respecto a los normoglucémicos, agrupando las variables
en bloques conceptuales de tipo fisiopatologico. Asi, consideraremos los siguientes
apartados: perfil hepatico, lipidico, mediadores iniciales de la vasculopatia, variables de
estrés oxidativo y nitrosativo, disbalance trombogénico, modificacién morfologica
arterial y variables cerebrales tras el modelo experimental de anoxia-reoxigenacion.
Somos conscientes de que este es un analisis cualitativo, a pesar de mostrar valores de
cambio, si bien nos puede orientar sobre los diferentes aspectos del proceso de

macroangiopatia diabética y dafo tisular consiguiente.

Tabla 5.1. Medias de cambio porcentual de los distintos bloques tematicos de origen
fisiopatologico en la vasculopatia diabética, producidos por la diabetes experimental

(CD), respecto a los animales normoglucémicos (CND).

Grupos de variables % en CD respecto a CND
Perfil hepatico 128

Perfil lipidico 67.4

Inicio proceso vasculopatia 136

Estrés oxidativo y nitrosativo 199
Disbalance trombogénico 119

Cambios morfologicos 34.5

Variables en tejido cerebral tras el modelo 122

de hipoxia-reoxigenacion

5.2. MODIFICACIONES CAUSADAS POR LA ADMINISTRACION DE LOS
ACEITES

En términos generales, los tres tipos de aceites utilizados modifican los biomarcadores de
cada una de las fases reconocidas de la vasculopatia diabética. No hay estudios en la

bibliografia con los que comparar nuestros resultados de aceite de semilla o aceite de
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aceituna deshuesada y deshidratada, si bien si existen multiples estudios sobre los efectos

del aceite de oliva virgen extra.

Al igual que en el apartado anterior (efectos producidos por el modelo experimental de
diabetes mellitus), analizaremos los resultados obtenidos con los aceites. En primer lugar,
debemos tener en cuenta que es un estudio preventivo, es decir, los aceites se
administraron antes incluso de inducir la diabetes mellitus, por lo que la aplicacion al ser
humano seria equivalente a un uso de estos aceites en situacion de salud, es decir,

realizando una prevencion primaria del proceso vascular diabético.
- Perfil glucémico.

Ninguno de los tres aceites modifica significativamente los niveles séricos de glucosa.
Por lo tanto, los cambios observados en el resto de las variables relacionadas con la
vasculopatia diabética no podemos atribuirlos a una mejora del perfil glucémico, sino a
efectos directos de sus componentes sobre los mecanismos que controlan y definen dichos
mecanismos. Esta misma ausencia de efecto sobre las cifras de glucemia confirman datos
previos en el mismo modelo experimental utilizado (De La Cruz et al., 2010; Gonzélez-
Correa et al., 2007). En estudios realizados en humanos, la relacion entre AOVE y control
de la glucemia se refieren a diabetes mellitus tipo 2, en el sentido de retrasar el uso de
farmacos antidiabéticos orales (Basterra-Gortari et al., 2019), centrandose en la diabetes
mellitus tipo 1 solo en una reduccion del pico de hiperglucemia postprandial (Bozzetto et

al., 2019).

Respecto a la participacion de algin o algunos componentes del AOVE en las
modificaciones del perfil glucémico, se han realizado algunos estudios con hidroxitirosol,
si bien solo se observaron reducciones de las cifras de glucemia en modelos
experimentales de diabetes tipo 2 (Poudyal et al., 2017) o en estudios preliminares en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Binou et al., 2023), no observandose cambios en

modelos de diabetes tipo 1 (Lopez-Villodres et al., 2016; Rodriguez-Pérez et al., 2021).

Los tres aceites utilizados muestran una concentracion total de fenoles muy similar entre
ellos (Tabla 3.1.), significandose el aceite de semilla como el que mayor concentracion

de hidroxitirosol presenta, si bien no podemos olvidar que el modelo experimental
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utilizado reproduce una diabetes tipo 1 en humanos, de ahi que no se pueda atribuir a esta

diferencia ningin cambio en el perfil glucémico de los animales.
- Perfil lipidico.

Si bien las cifras de colesterol total no se llegan a normalizar tras la administracion de los
aceites utilizados, observamos que se “equilibra” la ratio LDL/HDL, en el sentido de
disminuir las cifras de LDL colesterol y aumentar las de HDL colesterol (Tabla 4.3. y
Figura 4.9.) asimismo, la ratio triglicéridos/HDL colesterol también tiende a
reequilibrarse. Si calculamos estos cocientes, obtenemos los siguientes resultados

medios:

Tabla 5.2. Ratio LDL/HDL colesterol y TGC/HDL colesterol en los distinto grupos

experimentales.
Grupos LDL/HDL colesterol TGC/HDL colesterol
Controles no diabéticos 0.98 2.85
Controles diabéticos 2.09 7.34
Diabéticos + AOVE 0.86 3.83
Diabéticos + AS 0.93 3.97
Diabéticos + ADD 0.93 3.32

La modificacion de los niveles de estos lipidos, especialmente los de LDL colesterol, son
muy importantes en la evolucion de la diabetes mellitus y de sus complicaciones, sobre
todo las macroangiopaticas (Kelsey et al., 2022; Sheng et al., 2022), de ahi la importancia
del efecto de la administracion de estos aceites en los animales diabéticos, y en mayor

medida del aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas.
- Perfil hepatico.

El incremento de los marcadores de dafio hepatico causado por la diabetes experimental
es frenado por la administracion de los aceites utilizados, siendo cuantitativamente muy

similar el efecto observado para los tres. Asi, el aceite de oliva virgen extra redujo (en su
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conjunto) en un 31.6% las actividades enzimaticas que definen un dafio hepético, el aceite

de semilla lo hizo en un 29.6% y el de aceitunas deshuesadas y deshidratadas en un 33.1%.

El dafio hepatico que acontece en la diabetes mellitus se ha relacionado con un
componente inflamatorio y de estrés oxidativo (Rafaqat et al., 2023). Al presentar estos
aceites un efecto antioxidante y antiinflamatorio, podemos hipotetizar que de esta forma

se frenaria el dano en el tejido hepatico derivado de la diabetes mellitus experimental.

Se ha demostrado que en la diabetes mellitus tipo 2, la administracion de aceite de oliva
virgen extra con un alto contenido en fenoles (577 mg/kg) reduce los biomarcadores de
dafo hepatico a través de una mejora del metabolismo glucidico en el higado (Santangelo
et al., 2016). En el presente estudio se reproduce una diabetes mellitus tipo 1, por lo cual
no se podria asumir este mecanismo, a pesar de usar tres tipos de aceites con un contenido
total de fenoles en el rango de la citada publicacion: 703 mg/kg para AOVE, 530 mg/kg
para AS y 689 mg/kg para ADD.

Respecto a la diabetes mellitus tipo 1, se ha demostrado en un modelo experimental
similar al utilizado en este estudio, que la administracién preventiva de aceite de oliva
virgen extra mejora las alteraciones bioquimicas de dafio hepatico y el patrén morfologico
del higado, a través de un estimulo de proteinas antiinflamatorias endogenas en tejido

hepatico (Balamash et al., 2018).

Se han descrito efectos hepatoprotectores a diversos componentes presentes en los aceites
utilizados, tales como el acido maslinico (Mkhwanazi et al., 2014), acido oleanodlico
(Gamede et al., 2019) o los fenoles en su conjunto presentes en el AOVE (Santangelo et
al., 2016). En el presente estudio, estos compuestos triterpénicos se encuentran en mayor
proporcion en el aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas, si bien el efecto sobre
las enzimas hepaticas es similar entre los tres tipos de aceite, por lo que no podemos
adjudicar, al menos en nuestro modelo experimental, a estos compuestos el efecto sobre
estos biomarcadores de dafio hepatico. Sin embargo, el contenido total de fenoles si es
similar entre ellos, por lo que podriamos postular que podria ser el conjunto de fenoles
(con posibles efectos sinérgicos entre ellos) los responsables de este perfil, posiblemente

derivado de su efecto antiinflamatorio y antioxidante, como analizaremos posteriormente.
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- Variables iniciales de la vasculopatia.

En la fisiopatologia de la vasculopatia diabética, si bien no hay un orden didactico exacto,
podemos establecer como alteraciones iniciales la activacion de proteinas adhesivas
endoteliales (VCAM-1), activacion leucocitaria (MPOXx) y oxidacién de LDL colesterol
(oxLLDL), que depende en gran medida del estrés oxidativo (véase en el apartado

siguiente).

Ya comentamos que en nuestro modelo experimental estos biomarcadores estan
significativamente elevados en los animales diabéticos controles respecto a los sanos. La
administraciéon de los aceites utilizados disminuye este incremento en los animales
diabéticos, si bien el aceite de semilla mostré un menor efecto proporcional respecto a los
otros dos. En términos generales, AOVE redujo estos tres biomarcadores en un 33.1%,

ASenun 17.1% y ADD en un 30.2%.

En el mismo modelo experimental utilizado en este estudio, se ha demostrado que la
administraciéon de hidroxitirosol y/o 3,4-dihidroxifenilglicol (DHFG) disminuyen la
concentracion sérica de estos biomarcadores, relacionando este efecto con su accion
antioxidante (De La Cruz et al., 2021; Lopez-Villodres et al., 2016). Sin embargo, el
contenido de hidroxitirosol es similar en el aceite de semilla y en el de aceituna
deshuesada y deshidratada, por lo que, para adjudicar a estos fenoles el efecto sobre estos
biomarcadores, el perfil deberia ser similar, sin embargo, no lo es. Si observamos el
contenido en fenoles totales, si se aprecia que el perfil de efectos es similar al del
contenido de estos compuestos en su conjunto, de ahi que volvemos a pensar que ese
contenido total podria ser importante a la hora de explicar el efecto de estos aceites sobre

los biomarcadores cardiovasculares determinados.

No encontramos datos en la bibliografia que apoyen la importancia de los acidos
triterpénicos en esta fase de la vasculopatia diabética; de todas formas, si eso fuese asi, el
aceite derivado de aceitunas deshuesadas y deshidratadas deberia destacar

ostensiblemente con un mayor efecto, hecho que no se aprecia en nuestro estudio.

Por lo tanto, los tres tipos de aceites frenan esta primera fase de la vasculopatia diabética

experimental, presentando un menor efecto el aceite de semilla respecto a los otros dos.
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- Estrés oxidativo y nitrosativo.

Ya describimos en la introduccion de esta tesis que el estrés oxidativo participa en todas
las fases de la vasculopatia diabética, siendo causa y a la vez consecuencia del resto de
vias fisiopatologicas que participan en el desarrollo de estas complicaciones de la diabetes
mellitus (Demirci-Cekig, 2022), relacionandose con las modificaciones bioquimicas
producidas por una hiperglucemia mantenida, el proceso de inflamacion vascular y la
regulacion de las complicaciones tromboticas e isquémicas tisulares; en todos esos casos,
el estrés oxidativo es inducido por el resto de vias y, a su vez, estas son estimuladas por

el estrés oxidativo (An et al., 2023) (Figuras 1.6. y 1.16.).

El estrés oxidativo que se cuantifica en los animales diabéticos es inhibido, no anulado,
por los tres aceites utilizados, si bien el aceite de aceituna deshuesada y deshidratada
presenta un mayor efecto proporcional en la mayor parte de las variables que definen el
estrés oxidativo, no mostrando esta diferencia a nivel del estrés nitrosativo (Tabla 4.5. y
Figuras 4.13. y 4.15). Si realizamos los datos medios considerados por bloques
conceptuales de variables, obtenemos la siguiente tabla respecto a los porcentajes de

cambio obtenidos con los tres aceites:

Tabla 5.3. Porcentajes de cambio en las variables oxidativas y antioxidantes séricas de

los tres tipos de aceites utilizados.

%inhibicion %incremento % de cambio
variables oxidativas variables total
antioxidantes
AOVE 71.3 16.6 443
AS 64.0 18.1 41.1
ADD 82.1 28.2 64.9

(AOVE: aceite de oliva virgen extra; AS: aceite de semilla; ADD: aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas)

Esta ampliamente demostrado el efecto antioxidante del aceite de oliva virgen extra, tanto
en modelos animales (Rossi et al., 2017) como en humanos (Cicero et al., 2008; Oliveras-

Lopez et al., 2013), postulandose como mecanismo fundamental que explica el beneficio
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de este aceite en la prevencion de eventos cardiovasculares (Basterra-Gortari et al., 2019;

Estruch et al., 2006; Martinez-Gonzalez et al., 2015).

Respecto a la responsabilidad de los componentes del AOVE, y por ende de los otros dos
aceites, fundamentalmente se centra en los denominados componentes menores, sobre
todo los de naturaleza polifendlica. En este sentido, hidroxitirosol es quizés el que mayor
atencion recibe como compuesto antioxidante por excelencia del AOVE (Bertelli et al.,
2020; Echeverria et al., 2017; Pastor et al., 2021; Peyrol et al., 2017; Tejada et al., 2017).
En el mismo modelo experimental de diabetes utilizado en el presente estudio, se ha
confirmado el efecto antioxidante de este compuesto fendlico, asi como su relacion con
la citoproteccion en diversos tejidos (De La Cruz et al., 2010, 2021a, Lopez-Villodres et
al., 2016; Rodriguez-Pérez et al., 2021). Otros fenoles, como el 3"-4"-dihidroxifenilglicol
(DHFG) también ha mostrado un efecto antioxidante en este modelo experimental, pero

cuantitativamente menos que hidroxitirosol (Rodriguez-Pérez et al., 2022).

Otros compuestos relacionados con el efecto antioxidante del AOVE son los
triterpénicos: acido oleandlico (De Stefani et al., 2022), maslinico (Méarquez-Martin et
al., 2006) y ursolico (Fu et al., 2023); en estos casos el efecto antioxidante, siendo

importante, es proporcionalmente menor al de hidroxitirosol.

Reproducimos a continuacion la concentracion de estos compuestos en los tres aceites

utilizados (mg/kg), tomado de la Tabla 3.1.:
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Tabla 5.4. Contenido de fenoles y triterpenos de los tres aceites utilizados.

AOVE AS ADD
Fenoles totales 703.5 530.0 689.4
Hidroxitirosol 94.8 120.7 125.7
total
DHFG 1.1 0.2 -
Tirosol 1.9 22.7 14.0
Triterpenos totales 75.4 113.6 913.7
Acido oleanélico 22.3 41.0 402.3
Acido maslinico 53.1 72.6 498.1
Acido ursélico <5.0 <5.0 13.2

(AOVE: aceite de oliva virgen extra; AS: aceite de semilla; ADD: aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas; DHFG: 3°-4’-dihidroxifenilglicol)

El contenido total de fenoles no varia en gran medida entre los tres aceites, por lo que no
podriamos adjudicar el mayor efecto antioxidante del aceite de aceitunas deshuesadas y
deshidratadas. No obstante, los fenoles, durante la deshidratacidon, se esterifican
uniéndose a acidos grasos formando por ejemplo derivados esterificados entre el
hidroxitirosol y los acidos grasos como el oleico, en lo que serian oleatos de

hidroxitirosilo, lo cual puede mejorar la biodisponibilidad del hidroxitirosol,

Sin embargo, si observamos el contenido en derivados triterpénicos, podriamos valorar
la hipétesis de considerar a estos compuestos como los principales responsables

proporcionalmente importantes de dicho efecto.

En un estudio realizado en voluntarios sanos se ha demostrado que la administracion de
un aceite de oliva virgen extra enriquecido con compuestos triterpénicos (acido oleanoico
y 4cido maslinico) e igual contenido en fenoles totales que el aceite de oliva virgen extra
muestra un mayor efecto inhibidor de la excrecion urinaria de 8-isoprostanos y 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina (Sanchez-Rodriguez et al., 2019). En el presente estudio hemos

comprobado que la administracion del aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas
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(con un mayor contenido en compuestos triterpénicos y similar de fenoles totales)

presenta un efecto antioxidante global mayor que los otros dos tipos de aceites.

Estos resultados no anulan la importancia de los fenoles en el efecto antioxidante de estos
aceites, ya que se ha demostrado que existe una potenciacion entre los compuestos citados
anteriormente (fenoles entre si y con oleocantal) (De La Cruz et al., 2021, 2021a;

Rodriguez-Pérez et al., 2022, 2023).

Respecto al estrés nitrosativo, ya comentamos en la introduccion de este trabajo que esta
intimamente relacionado con la presencia de radicales libres derivados del oxigeno (estrés
oxidativo), sobre todo en situaciones como la diabetes mellitus (Islam, 2017) (Figura
1.14.). El aceite de oliva virgen extra ha demostrado un efecto inhibidor del estrés
nitrosativo, relacionado con su composicion en fenoles (Lama et al., 2017). En este
sentido, se ha demostrado que hidroxitirosol inhibe la formacién de 3-nitrotirosina en un
modelo de diabetes igual al utilizado en este estudio (De La Cruz et al., 2021; Rodriguez-
Pérez et al., 2021, 2022, 2023), asi como en modelos in vitro con neuronas (Schaffer et
al., 2007) o con células renales hipdxicas (Martinez-Lara et al., 2016). Respecto a otros
componentes del AOVE, se ha demostrado este mismo efecto con 37,4'-

dihidroxifenilglicol en tejido renal de animales diabéticos (Rodriguez-Pérez et al., 2023).
- Estado trombogénico.

Si bien el estado trombogénico es mas complejo que las tres variables que hemos
determinado en este estudio, podemos establecer un perfil basico de la mayor capacidad
de los animales diabéticos para la formacion de un trombo arterial. Asi, la diabetes
experimental incrementa la activacion de las plaquetas y la produccion de tromboxano,
mientras disminuye la vascular de prostaciclina (Tabla 4.6. y Figura 4.16.). En estas
condiciones, la administracion de los tres tipos de aceites intenta re-equilibrar este
proceso, en el sentido de disminuir la agregacion plaquetaria y la produccion de
tromboxano, asi como frenar la inhibicioén de la sintesis de prostaciclina (Tabla 4.6. y
Figura 4.17.). La accion sobre plaquetas y produccion de tromboxano es superior para el
aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas, siendo estas diferencias incluso mas
ostensibles para la produccion vascular de prostaciclina, llegando a evitar casi

completamente el descenso originado por la diabetes.
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Tabla 5.5. Porcentajes de cambio en la capacidad trombogénica de los tres tipos de

aceites utilizados.

%inhibicion %inhibicion %incremento | %de cambio
agregacion tromboxano prostaciclina total
plaquetaria
AOVE 43.1 42.4 52.2 45.7
AS 23.7 19.9 42.9 29.0
ADD 56.2 56.2 116 70.7

(AOVE: aceite de oliva virgen extra; AS: aceite de semilla; ADD: aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas)

Ya era conocido desde hace mas de dos décadas que la administracion de aceite de oliva
virgen extra en modelos experimentales de aterogénesis disminuia la capacidad agregante
de las plaquetas (incrementada en estos modelos experimentales), asi como en algunos
estudios puntuales en humanos (De La Cruz et al., 2000; Lopez-Miranda et al., 2007;
Pérez-Jiménez et al., 2006). Este efecto antiplaquetario se ha atribuido a los fenoles
presentes en el AOVE. Se ha demostrado que la administracion de un aceite de oliva
enriquecido en fenoles reduce la agregabilidad de las plaquetas en mayor medida que un
aceite con contenido bajo en dichos compuestos (Priora et al., 2008); por otra parte, el
uso de algunos de estos fenoles aislados o en asociacion (De La Cruz et al., 2021; De
Roos et al., 2011), han demostrado un efecto antiagregante plaquetario que, en algunos
casos (acetato de hidroxitirosol) se asemeja al efecto del propio acido acetilsalicilico
(Gonzalez-Correa et al., 2008, 2009). Al ser el contenido de fenoles similar en los tres
aceites, hemos de suponer que el efecto antiplaquetario esté presente con todos ellos,

como se puede observar en la tabla 5.5.

Una explicacion al mayor efecto proporcional del aceite de aceitunas deshuesadas y
deshidratadas puede encontrarse en las modificaciones encontradas en la produccion de
prostanoides (tromboxano y prostaciclina). El cociente tromboxano/prostaciclina es
conocido clasicamente como un parametro a tener en cuenta a la hora de explicar los
fendomenos tromboticos arteriales (Hishinuma et al., 2001). Si calculamos este cociente

en los animales integrantes del presente estudio, tenemos los siguientes resultados:
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Tabla 5.6. Cociente prostaciclina/tromboxano en los distintos grupos experimentales.

Grupos 6-keto-PGF1./TxB:
Controles no diabéticos 4.20
Controles diabéticos 0.60
Diabéticos + AOVE 1.61
Diabéticos + AS 1.08
Diabéticos + ADD 2.99

Estos valores nos indican que en los animales diabéticos hay un desequilibrio prostanoide
a favor de un estado proagregante plaquetario y vasoconstrictor, lo cual es reducido por
la administracion de los tres tipos de aceites, si bien el de aceitunas deshuesadas y
deshidratadas muestra un reequilibrio mayor, lo cual podria explicar su mayor efecto

sobre la agregacion plaquetaria.

El efecto del AOVE también ha sido adjudicado a los fenoles de su composicion,
habiéndose demostrado un efecto inhibidor de la ciclooxigenasa plaquetaria con
hidroxitirosol, acetato de hidroxitirosol y 3°,4"-dihidroxifenilglicol (De La Cruz et al.,

2021; Gonzalez-Correa et al., 2008, 2009).
- Alteracion morfologica de la pared arterial.

Las modificaciones morfologicas de la pared arterial en el desarrollo de la vasculopatia
diabética son mas bien una consecuencia que una causa del proceso trombotico-
isquémico, ya que es un hecho derivado del proceso binomial inflamatorio y prooxidante

(Marchio et al., 2019).

Los tres aceites utilizados disminuyen en igual proporcion las variables morfoldgicas
determinadas. Se ha demostrado que, en este mismo modelo experimental de diabetes
mellitus, la administracion de hidroxitirosol y/o 3’,4’-dihidroxifenilglicol produce un
efecto similar al determinado en el presente trabajo (De La Cruz et al., 2021; Lopez-

Villodres et al., 2016). Respecto a los acidos triterpénicos, el acido oleandlico ha
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demostrado un efecto antiproliferativo en cultivos de fibras musculares vasculares in vitro
(Han et al., 2017). No obstante, si comparamos estos efectos con la composicion de los
tres tipos de aceites, debemos inclinarnos por dar importancia al contenido total de

fenoles.
- Alteracion en el tejido cerebral.

La macroangiopatia diabética afecta a los mismos organos que la enfermedad vascular
aterosclerotica en personas no diabéticas, es decir, corazon, cerebro y extremidades. La
diabetes mellitus es un proceso metabdlico que no solo afecta a los vasos sanguineos, sino
que interfiere con la fisiologia de los drganos y sistemas, ademas de las lesiones
acontecidas en el sector vascular. Los biomarcadores analizados hasta ahora en el presente
estudio se relacionan con posibles eventos trombdtico-isquémicos que pudieran
presentarse en pacientes diabéticos con un mal control de su glucemia, por lo que nos
pareci6 interesante estudiar el efecto de los aceites utilizados en esas modificaciones
tisulares, en concreto en tejido cerebral, con el fin de investigar si pudieran modificar las
alteraciones ocurridas y que ejercieran un efecto protector no solo a nivel vascular, sino

también tisular.

En el modelo experimental realizado en tejido cerebral estd ampliamente demostrado que
se reproducen los mecanismos de dafio que acontecen en un paciente que sufriera un ictus
isquémico (Hermann et al., 2019). Por otra parte, se ha demostrado que en ratas diabéticas
el dafio cerebral producido en este modelo de hipoxia-reoxigenacion es mayor que en los
animales no diabéticos (Gonzalez-Correa et al., 2006). En el presente estudio hemos
confirmado este resultado, ya que en los animales diabéticos el flujo de LDH (muerte
celular) fue un 76.8% mayor que en los animales normoglucémicos (Tabla 4.8. y Figura
4.21.). En esta mayor tasa de dafio cerebral participan practicamente los mismos
mecanismos que originan y mantienen la vasculopatia diabética, a excepcion de variables
estrictamente arteriales, como las proteinas adhesivas o las variables trombogénicas; sin
embargo, se repite el perfil descrito en el suero, respecto al estrés oxidativo y nitrosativo,
de gran importancia para explicar los eventos tisulares a nivel cerebral en el modelo
experimental utilizado (Cabrerizo et al., 2013). En el presente estudio, las variables de
estrés oxidativo y nitrosativo presentaron valores que llegaron a ser un 131% mayores en

los animales diabéticos, hecho que coincide con los datos conocidos sobre la importancia
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del estrés oxidativo en la aparicion de las lesiones tisulares en los casos de ictus isquémico

(Orellana-Urzua et al., 2020).

La administracion de los aceites utilizados en el presente estudio frena el mayor flujo de
LDH presente en los animales diabéticos: un 37.8% con AOVE, un 24.5% con aceite de
semilla y un 52.9% con aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas. El efecto
neuroprotector del AOVE ha sido ampliamente demostrado (Amel et al., 2016; Conde et
al., 2019; Rabiei et al., 2013; Silva et al., 2023, entre otros). Concretamente en el mismo
modelo experimental utilizado en este estudio, se ha demostrado que AOVE previene del
dafo cerebral isquémico en animales diabéticos, fundamentalmente debido a su efecto

antioxidante y antiinflamatorio (De La Cruz et al., 2010).

Bésicamente se ha adjudicado al contenido en fenoles del AOVE su accién
neuroprotectora, por lo que podriamos aplicar este mismo planteamiento a los otros dos
aceites (Angeloni et al., 2017; Boronat et al., 2023). En este sentido se ha descrito un
efecto neuroprotector al hidroxitirosol (Gonzéalez-Correa et al., 2008; Reyes et al., 2017;
Romero-Marquez et al., 2022; Schaffer et al., 2007; Zheng et al., 2015), el cual se
relaciona directamente con su accion antioxidante, postulandose un efecto activador de
Nrf2 y que este sea el que facilite la sintesis de enzimas antioxidantes (Martinez-Huélamo
et al., 2017); no obstante, incluso en condiciones agudas in vitro se aprecia este efecto
neuroprotector (De La Cruz et al., 2021a; Gonzalez-Correa et al., 2008), situacion en la
que no transcurre tiempo suficiente para realizar este mecanismo intermedio que requiere
tiempos prolongados. Otros fenoles del AOVE que han demostrado un efecto
neuroprotector son el tirosol (De La Cruz et al., 2015; Plotnikov & Plotnikova, 2021) y
el 3’,4’-dihidroxifenilglicol (Rodriguez-Pérez et al., 2022). Otros componentes del
AOVE han demostrado un efecto neuroprotector, como el acido oleanolico (Chen et al.,

2023; Gudoityte et al., 2021) o el maslinico (He et al., 2022).

El estrés oxidativo presente en el tejido cerebral de los animales diabéticos tras el modelo
de hipoxia-reoxigenacion se inhibe de una forma muy similar al sérico tras la
administraciéon de los aceites, es decir, un mayor efecto antioxidante del aceite de
aceitunas deshuesadas y deshidratadas, asi como un ligero mayor efecto de AOVE sobre
el aceite de semilla. Si aceptamos la importancia del efecto antioxidante en el

neuroprotector de los componentes de los aceites, se podria explicar asi el mayor efecto
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neuroprotector del aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas, al igual que ocurria

con los biomarcadores séricos comentados anteriormente.

Tabla 5.7. Porcentajes de cambio en las variables oxidativas y antioxidantes a nivel

cerebral de los tres tipos de aceites utilizados.

%inhibicion %incremento %de cambio | %inhibicion
variables variables total LDH
oxidativas antioxidantes
AOVE 61.6 48.3 52.6 37.8
AS 55.3 457 46.7 243
ADD 69.4 55.7 61.1 52.9

(AOVE: aceite de oliva virgen extra; AS: aceite de semilla; ADD: aceite de aceitunas

deshuesadas y deshidratadas)

Al discutir los resultados obtenidos a nivel sérico, postulabamos que estas diferencias
podrian deberse al mayor contenido de compuestos triterpénicos en el aceite de aceitunas
deshuesadas y deshidratadas, ya que la composicion en fenoles totales es muy similar en
los tres aceites utilizados. Concretamente, se ha descrito un efecto neuroprotector de acido
maslinico en situacion experimental de isquemia, a través de una mejora del metabolismo
glucidico cerebral (Xu & Sun, 2010) y una estimulacion de la via molecular Akt/GSK-33
que activaria la sinaptogénesis y la regeneracion neuronal post isquémica (Qian et al.,
2015). Respecto al 4cido oleandlico, se ha relacionado su efecto neuroprotector en la
isquemia cerebral con un efecto antioxidante a nivel de la barrera hematoencefalica y un
efecto modulador de las acciones de la neuroglia (Shi et al., 2021) y, al igual que el acido
maslinico, estimula la via molecular Akt/GSK-3p (Lin et al., 2021). Respecto al acido
ursolico, se ha demostrado que en situaciones de isquemia cerebral produce una
neuroproteccion a través de una modulacion de la microglia (Qiu et al., 2023) y una

activacion de Nrf2 y por ende de los sistemas antioxidantes cerebrales (Li et al., 2013).
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5.3. UNA VISION GENERAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

El modelo experimental utilizado en el presente estudio reproduce todos y cada uno de
los pasos de la fisiopatologia de la vasculopatia diabética humana, desde la presencia de
factores de riesgo evidentes (hiperglucemia e hiperlipidemia), pasando por la fase inicial
de inflamacion vascular (proteinas adhesivas, mieloperoxidasa, LDL oxidada), la
activacion del estrés oxidativo y nitrosativo, la consecuencia de la disfuncién endotelial
y activacion plaquetaria (agregabilidad plaquetaria, tromboxano y prostaciclina), la base
morfoldgica de los cambios acontecidos en la pared arterial y la mayor sensibilidad

cerebral a un proceso probable de isquemia derivado de la vasculopatia.

Desde un punto de vista general, la administracion de los tres tipos de aceites utilizados
(AOVE, de semilla y de aceitunas deshuesadas y deshidratadas) frena todos los pasos de
la vasculopatia diabética experimental y sus consecuencias, destacando su capacidad
antioxidante, tanto en suero como en el propio tejido cerebral. Es decir, la administracion
de un aceite muy rico en fenoles (superior a los utilizados en la bibliografia, definidos
como “alto contenido en fenoles™) y derivados triterpénicos (superior a los utilizados en
la bibliografia, definidos como “alto contenido en triterpenos totales”) (Sanchez-
Rodriguez et al., 2019) puede prevenir, al menos en parte, el desarrollo de la vasculopatia

diabética experimental.

En segundo lugar, comparando entre ellos los resultados obtenidos, siempre teniendo en
cuenta al AOVE como referencia establecida en la prevencion de eventos

cardiovasculares, podemos establecer los siguientes hechos:

- El aceite de semilla mostré un menor efecto que AOVE en las variables inflamatorias
iniciales y en las denominadas como trombogénicas, siendo su efecto similar al de AOVE

en el resto de las variables.

- El aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas present6 un mayor efecto que AOVE
en su capacidad antioxidante, reguladora de la trombogénesis y del dafio cerebral ante la
hipoxia-reoxigenacion, consiguiendo una menor tasa de muerte celular cerebral (53%

frente a un 38% del AOVE).
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Es decir, el aceite de aceitunas deshuesadas y deshidratadas parece influir mas sobre

aquellos procesos en los que el estrés oxidativo juega un papel mas predominante.

En tercer lugar, aunque no hemos realizados experimentos directos, podriamos hipotetizar
sobre la responsabilidad de los componentes de estos aceites que pudieran explicar las
diferencias cuantitativas de efectos entre ellos. Basicamente se ha relacionado a los
compuestos polifenodlicos y a los triterpénicos con la proteccion cardiovascular del
AOVE. Al analizar la composicion de estos compuestos en los tres tipos de aceites,
observamos que la cantidad total de fenoles no difiere en gran medida (703 mg/kg en
AOVE, 530 mg/kg en aceite de semilla y 689 mg/kg en aceite de aceitunas deshuesadas
y deshidratadas), por lo que podrian tener estos compuestos un papel importante en los
resultados finales obtenidos, ademas de lo demostrado para ellos en la bibliografia
(véanse los parrafos anteriores de esta discusion), pero no explican por si solos las
diferencias encontradas entre ellos. Sin embargo, el contenido en triterpenos totales si
podria orientarnos en este sentido, ya que el aceite de aceitunas deshuesadas y
deshidratadas posee unas cantidades muy superiores a los otros dos (913 mg/kg, frente a
113 mg/kg en el aceite de semilla y 75 mg/kg en el AOVE). Estos compuestos
triterpénicos podrian ser responsables del mayor efecto antioxidante del aceite de
aceitunas deshuesadas y deshidratadas, incluso podriamos postular un posible efecto
sinérgico con los fenoles, como se ha demostrado previamente con hidroxitirosol y

oleocantal (De La Cruz et al., 2021).

En definitiva, este estudio ha servido para confirmar que diversos subproductos de la
aceituna, con el fin de un mejor aprovechamiento de la industria olivarera, pueden
asegurar un efecto cardiosaludable, al menos como el demostrado para el AOVE, incluso

en algunos aspectos pudiendo ofrecer ventajas adicionales al mismo.
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6. CONCLUSIONES

Del andlisis pormenorizado de los resultados obtenidos en el presente estudio, hemos

extraido las siguientes conclusiones:

1. La administracion de aceite de oliva virgen extra, 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, modifica la mayor parte de los

biomarcadores de vasculopatia diabética.

2. Los tres tipos de aceites reducen todas las fases de la vasculopatia diabética: estrés
oxidativo y nitrosativo, activacion leucocitaria y de proteinas adhesivas, desequilibrio

tromboxano/prostaciclina y funcion plaquetaria.

3. Los tres tipos de aceites disminuyen el dafio cerebral y las vias bioquimicas que lo
producen, inducido en un modelo de hipoxia-reoxigenacion en los animales

diabéticos.

4. 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 dafio vascular y
cerebral analizadas, pudiendo ser debido a su alto contenido en derivados

triterpénicos.
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ANEXO I: Autorizacion 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 realizoé de acuerdo con las directrices de la Declaracion 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 VI

INFORME DEL ORGANO HABILITADO (Art. 34 del RD 5372013, de 1 de febreve, por el que se establecen
las normas bisicas aplicables para la proteccldn de log animales utilizades en experimentacién y otros fines
clentificos, ncluyendo la docencia)

D. Ricardo Gonzdlez Carrascosa Latin, como Secretario del Organo Habilitado Comité Etico de
Experimentacidn Animal de Universidad de Milaga

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

Efecto sinérgico de compuestos fendlicos del aceite de oliva sobre la inflamacion vascular
en diabetes.
2, Que tiene una duracion de:
3 Afos
36 Meses

3. Que esta realizado por (Datos del investigador principal o persona responsable):

Apellidos: Gonzilez Correa

Nombre: Jose Antonio

Categoria (s) (segin RD 1201/2005): By C

Fecha acreditacion: (26/07 f2006)

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

Bulevard Louis Pasteur, 32
29010 Mélaga. MALAGA

Telf:
Correo E:

\ Pabelin de Gobierr ko B Gjdo. 23071 Tel- 553 13 4714
E EFQMm AENOR EZ ()] o gt . Conpes 85 2L

Pigna 14
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4. Que ha sido evaluado con un nivel de detalle apropiado al tipo de proyecto y la evaluacién ha
consistido en verificar que el proyecto cumple los siguientes 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 utilizacion 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 Mdlaga en las siguientes fechas:

Reunién 37* del 12/05/2018

Acta N 37 del 12/05/2018

Y

Reunidén 40" del 31/08/2018

Acta N2 40 del 31/08/2018

N expediente 31-2018-A

6. Que el proceso de evaluacién ha sido transparente, se ha realizado de modo imparcial, pudiendo
integrar la opinién de partes independientes (segiin 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 basidndose en la documentacién presentada por el investigador responsable se ha realizado la
siguiente EVALUACION:

Evaluacion 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
E EFQM B AENOR E@] Pabalin de Gobiemo, planta 3*. Campus £ Ejdo 20071, Tel: 952 13 420¢ |
' E.mall ceuma@uraes |
Piginaz|4 |
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INFORME N%: 69

Evaluacién y clasificacién de sus procedimientos en funcién del grado de severidad:
Procedimiento n® 1: Modelo inducido de diabetes mediante inoculacion de estreptozotocina y
tratamiento con compuestos fendlicos de aceite de oliva.

Evaluacién: Favorable

Clasificacién: Moderado

Andlisis de los dafios y beneficios, para determinar si los dafios, el sufrimiento, el dolor y la angustia
que se les puedan causar a los animales estdn 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:

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
nicamente 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 maximo hasta
que consiga su acreditacion es 6 meses.

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

Motivacién de la evaluacion retrospectiva:

No procede

Resultado:

X No

Periodo de realizacién (en caso afirmativo): No procede

(en caso afirmativo):

No procede

E EFQM M AENOR g@l Pabel g Gatienn, ot 3 Carpus € £ 2207 Tel: 552 1 Qv
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INFORME N*: 69

CONFIRMO:

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

evaluacion del mismo,

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

clasifica 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 maxima de 5 afios.

Secretario Organo Habilitado

Nombre: Ricardo Gonzilez Carrascosa Latin
Fecha: 01,/08/2018

Firma:

E EFQMm AENOR EZ()]
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Presidente Organo Habilitado
Nombre: Teodomiro Lipez Navarrete
Fecha: 01/08/2018

Firma:

Pabelin d2 Gobierna, plasta 3. Campus B Epdo. 22071 Tel- 952 13424
[E-madl. ceyrraf@oma et
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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 experimentacién y otros fines
clentificos, incluyendo la docencia)

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

DECLARA:

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

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

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

Investigador responsable: D, Jose Antonio Gonzilez Correa.
2. Que tiene una duracion 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 autorizacién del 6rgano 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 N® 460
9, Que ha sido revisado basindose en las reuniones internas desarrolladas por el CEEA de
Universidad de Malaga en las siguientes fechas:
Reunlon 379 del 12/05/2018
Acta N° 37 del 12/05/2018
Y
Reunidn 40% del 31/08/2018
Acta N® 40 del 31/08/2018
10. Que basindose en las declaraciones anteriormente expuestas

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

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

Una vez instruido el procedimiento, y en base a lo dispuesto en el articulo 84 de la Ley 30/92,
de 26 de noviembre, de Régimen Juridico de las Administraciones Piblicas y Procedimiento
Administrativo Comin, se le da audiencia para que en un plazo de 10 dias, contados a partir de la
recepcidon/publicacitn 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 Lopez Navarrete
Fecha: 01/08/2018 Fecha: 01/08/2018
Firma: Firma:

E EFQM B AENOR m& Pl Bk, ks 3 Coupes S ML MIPL Tak-NED 3 4208

Pdgima 22
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Fecha: 11/07/2019 UNIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE MEDICINA
Ret.. SSA/SIS/MD/|v DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA Y PEDIATRIA
Asoric: Rern. Reschucién At do D.Jgséktonlonﬁlquu
pome Bulevar Louis Pasteur 32
Camgus de Teatinos
29071 MALAGA

Se adjunta resolucion d= la Direccion General de la Hudwda\ﬂakolay(;amdm.porlaquese
autoriza a D. José Antonio Gonzalez Correa, un proyects de experimentacion animal denominade: “Efecto
sindrgico de compuestos fendlicos del aceite de olva sobre la inflamacion vascular en diabetes”

JEFE DEL SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL

Fdo: Manuel Femandez Morente,

Cadigo:B4oxu 763PF T Lg16eMf 220,
Porrrie ln venficacion de n mammﬁ::mmmf” entvarticar Finma
rEMADO ror | MANUGL FERNANDE2 MORENTE ﬁ FECHA 1 12072018
o FiRva | 640xu65PFIAMNOWlan g 16+N 1220 | PAGMA | "
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Direceddn General de ia Froducddn Agricola ¥ Ganadera

RESOLUCION DE LA DIRECCION GENERAL DE LA PRODUCCION AGRICOLA Y GANADERA POR
um!ﬂmmumm!mrmum:hnmuu PROYECTD DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Exarminada ks sclicited oo sutanzacén de 0. José Antonio Gonzaler Carrea con DML , para la
realizaciin de un proyectn de experimentacidn animal, se han apreciade los siguentes

ANTECEDENTES DE HECHOD
Primero, Con fecha 28 de junio do 2009, 0. José Antanio Gonpdke Correa, en sus condiciones de
responssbiles dal proyecto, presentason solicihud de autodizacicn para la wiikzacidn de animales en el sigaente
proyeclo de erperimentacion: “Decls shérgco e compuesios fendlics del acaits de olva sobre
inflmmatitn vassular on diabetes”,

dnto con & solicitud, aports b prapuests del proyectn, e informe del Comilé Elico, resumen o donico &
informe de mvalsacidn del proyects por of dgans habilitads,

Segundo. La documentacion aporiada acredita ue of inbaresadn bene Ly Hulacidn ¥ formacin espesilicn
pard desarrollar provecios experimestales can anisales ¥ cusnts con b capastacion especfica par ello.

Tercers. El lugar donde s dusancllars & provects s& encuenira suiorizada come cerfing UsLEna i et
inscrito en ef Registry de Explitacionss Ganaderas con ol numers ES290670001512

Caarto. Con fecha 1 do agesto de 2018, ol Comiti de Etica del eentro emiten un informe favarabie,
confareme &l RD 53/2013 de | de tebrera, por of que s asisblecan s Nodras basicas aplicables pars la
proteceion de los animales ubizadas en eperimentacion y afros fines cantifices, inchyendo la domercia,

Quinto. Con fecha 1 de agosts da 2008, Comild de Ctice de Exparimestacién Animal [CEES) de la
Universidad do Mlsgs srganc habilteds, ormite inferme de svaluackin tevrrabls del provecin, indicando gue o
procedirmienta tuyos datas y mvalecdn se proporcionan han sido evshuados con un nivel de detalie
apropiados v gue |a ud.u:mhammmﬂminmmuﬂmwmhsmum;
en ef arboule 34 def RD 53,2003 e 1 de febrern,

Primere, E| articule 32 del Decreto 133/2005, d& 24 da fapa, por el que sa raguls la deinbucdn de las
competencias estaflecisas on @ Ley 11/2003, de 2 de noviembee, de proteccicn de los asimales, ande las
Conssiorias de Gobsmacidn y de Agrcultura y Pesca, dispane gee comespande a la segunds “la sulorizacidn
previa de toda acvidad experimental con ssimales que pueds cisarks dober, sudrimianta, besicn o mupe,
previata en o artieuls 72 de b Ley"

Por su pertn, adiculs 10 del Decrelo 103/2009, d& 21 de esero, por ol que = establecs Lo estructura
arganica de la Consejeria de Agriciftera, Ganaderia, Pesca y Desarmollo Sostenitle prev:

"Comesponde a la Direccion Ganeral de la Producelin Agricola y Garadera, ademds da las funcionas
establacidas en o articulo 20 de la Ley 9/2007, de 22 de oclubre. las sigusenbes:

i L erchanacidn y fomanto de b protacclie v del bisrestar animal®,

CondigoobnnuEe IPF TRMULEPR # /Eug Bk )
Pty ks vertl cacits da in MHMM—%&HM%H—__
[ MANLIEL OMET GALEMA FECHA T

—

Edaaut S 1PFIRMATER, fEuaE5 ik | PAGINA |
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Cuarto, ET articulo 19.1 del Decrato 6572012, de 13 de marzo, par ef que se regulan las condiciones de
sanklad y zooienicas de los animales establece:
‘Toausbseuauequwmehmm. comercalizacion © uso de animales con fines
WModMMthmmmmaMumam&m&
hemmd.acmwnbmhcmondarﬁcw?dnhlq&/mla 7 de nowembre,
amnm:;.uumowouwm&mmmhma&muom.s
amm,wm&uma-ﬁmnyawmmunmmawonmuwmnmm
prevists en of articulo 36,1 de la Ley 8/2003, de 24 de abril®.

Mﬂmtowudmuﬂmhawwh«wmmbmwmlqum
MpmmdtmommnmwynommmacMMu
Mn&lwnbwnwm.mw\ybmmcmahmalmmm
aoacitaadnpmdmkelouwdmwaebsudunmanmnmmwbme
«Mwhwmm-uam.wmuwymmmmamm
refraspectiva.

&mmamhmmmmm:lwsym:aamwmm,

MAmm;o.mmcumm.dmmm “Blecto sinérgico de
mum!u\olmsdtlmumwehnﬂawnwwmw'.cmunpuiomdehhos
yun maemo de 5 afios.

Segundo. Asignar & nimero 9/07/2019/124.dawadoalosefwhsdounw«nlonquu\doendart.
411 del RD 5372013 do 1 de febrero y la Decaidn 2012/707/UE, scbre la regdacon y tramsmision de
informacidn referente al usa de los animales.

fmubumnsmmledemwmﬁuhouacihumk.muymcmbs
Nbduahhmalwmddmmdbmmwcuhnumﬂ b disporibilidad de
mmamcmmmymmmmmmm.

Cuarto. Autorizar a D‘Amvuqu&eLapav&iparcmmmoﬁruwchammnna
peoyecto bajo supenisén nmm.mMommmbnommupmdnmm

mamu.mmubmmmmaumimmmwau
contra la misma, que no pone fin 2 ka via admisistratica, podra Inferpaner recurso de alzada ante la Sra.
Omuhndcmum.Gumhmyoommmswm.maumdomm:wmam
dddaWamlmmeamph@rhnn&aclmddmmm.ducdmmbdmb
Mmdwmxzmuwawzomalaocm.damumum
de las Adminsstracionas Publicas,

EL DIRECTOR GENERAL.
Fdo.: Manuel Gomez Galera.
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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:

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad de Espafia, y por la
Junta de Andalucia, a través del Programa FEDER INNTERCONECTA del
Centro para el Desarrollo Tecnologico Industrial (CDTI), Proyecto
NUTRADAF n° ITC-20161265, “Caracterizacion y desarrollo de nuevos
productos nutracéuticos procedentes de la industria elaiotécnica con

aplicaciones finales”.

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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ANEXO III: Autorizacion para el uso de figuras e imagenes.

A quien corresponda,

Yo, Inmaculada Pérez de Algaba Fuentes, con DNI mimero , FEA de Analisis
Clinicos del Hospital Piblico de Montilla, distrito Sanitario Area Sanitaria Sur de
Cordoba del Servicio Andaluz de Salud, autorizo a D* Laura Iserte Terrer para utilizar la
Figura 1.17. (Esquema de las tres fases del proceso de isquemia-reperfusion cerebral) en
el documento que elabora como memoria de Tesis Doctoral. La citada figura aparece en
mi tesis doctoral titulada: Estudio del efecto neuroprotector de la asociacion de
polifenoles del aceite de oliva virgen extra, elaborada bajo la direccion de los profesores
José Antonio Gonzalez Correa y José€ Pedro de la Cruz Cortés, e inscrita en el Programa
de Doctorado de Ciencias de la Salud de la Universidad de Malaga (defendida el 21 de
septiembre de 2023, disponible en el repositorio RIUMA).

En Mélaga a 28 de agosto de 2024
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ANEXO IV: Publicaciones relacionadas con la tesis doctoral.

JP de la Cruz, L Iserte Terrer, MD Rodriguez Pérez, L Ortega Hombrados, A Sanchez
Tévar, MM Arrebola Ramirez, A Fernandez Prior, C Verdugo Cabello, JA Espejo
Calvo, JA Gonzalez Correa. Effects of Some Olive Fruits-Derived Products on
Oxidative Stress and Cardiovascular Biomarkers on Experimental Diabetes Mellitus.

Antioxidants 2024, 13, 1127. https://doi.org/10.3390/antiox13091127
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Abstract: The aim of this study is to assess the possible effect of olive seed oil (OSO) and destoned
and dehydrated olive oil (DDOO), in comparison with extra-virgin olive oil (EVOO), on some
cardiovascular biomarkers in an experimental model of diabetes mellitus. Diabetic animals showed
evident alterations in biomarkers involved in the evolution of diabetic vasculopathy, marked by
increases in biomarkers that favor vascular damage, which was between 1.5 and five times as
many as those in non-diabetic animals, and a smaller number of biomarkers that protect against
such damage (25-75% less than in healthy controls) was observed. The three oils administered
decreased the concentration of biomarkers of vascular damage (35-45% in the serum lipid profile,
15-40% in early biomarkers of vascular inflammation and 20-60% in platelet aggregation and in
thromboxane/prostacyclin imbalance). The greatest effect was by the antioxidant, both in the
inhibition of lipid peroxidation and in the increase of glutathione. DDOO showed a significantly
greater effect on oxidative stress and on thromboxane/prostacyclin imbalance than those shown by
OSO and EVOO. This greater effect may possibly be explained by its higher triterpenoid content
(913 mg/kg, compared to 113 mg/kg in OSO and 75 mg/kg in EVOO). We conclude, in the light
of the results of this study, that these oils meet two basic conditions: they could improve the yield
of the olive industry, and they equal, and may even increase, the beneficial effects of EVOO on
cardiovascular disease.

Keywords: olive oil; diabetes mellitus; vascular complications; oxidative stress

1. Introduction

Olive oil is the main product obtained from olives, and its production and marketing
are the mainstay of the olive sector. The production and quality of olive oil have improved
in recent decades with the development of whole-olive—including the stone—milling pro-
cedures in continuous centrifuges (two and three phases) that have replaced the traditional
pressing process [1].

The main environmental and economic problem is the enormous number of by-
products that originate in the production of oil. Approximately 5 kg of olives generate 1 L

Antioxidants 2024, 13, 1127. https:/ /doi.org/10.3390/antiox13091127
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