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1. INTRODUCCION
1. 1. CONCEPTOS GENERALES SOBRE LA DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es la enfermedad endocrina predominante en los paises
desarrollados, ya sea como entidad propia o integrando el cada vez mas prevalente
sindrome metabodlico. La evolucion de la diabetes mellitus contempla dos aspectos
fundamentales: el propio proceso metabolico, sobre todo en cuanto a los dafos
producidos por incrementos manifiestos de los niveles de glucemia (coma hiperosmolar,
cetoacidosis metabdlica), y las complicaciones a largo plazo que una hiperglucemia
mantenida puede ocasionar en distintos tejidos, principalmente a nivel cardiovascular y

por ende, a los tejidos irrigados por los vasos sanguineos.

Cléasicamente se define a la diabetes mellitus como “un estado cronico de hiperglucemia
que a veces se acompafa de sintomas (sed intensa, orina profusa, adelgazamiento,
estupor, coma y muerte en ausencia de tratamiento efectivo); aunque a menudo estos
sintomas son menos severos o faltan”. Este estado hiperglucémico se debe
fundamentalmente a dos posibles mecanismos, no excluyentes entre si, y que definen los

dos grandes tipos de cuadros clinicos diabéticos:

- Una parte de los enfermos que padecen diabetes mellitus (5-7%), debido a un proceso
estrictamente autoinmune, sufren una pérdida de las células beta de los islotes de
Langerhams, por lo que dejan de producir insulina. Al faltar la principal hormona
hipoglucemiante del organismo, toman mdas protagonismo las distintas vias
hiperglucemiantes fisioldgicas, por lo que el resultado final es un estado de hiperglucemia

mantenida. Se define a este estado metabdlico como DIABETES MELLITUS TIPO 1.

- Otra parte de enfermos que padecen diabetes mellitus, la gran mayoria (90-95%)
producen insulina adecuadamente, pero el problema se encuentra en los tejidos donde
esta ejerce sus efectos hipoglucemiantes: estos reducen su sensibilidad a la hormona, por
lo que no puede ejercer sus acciones destinadas a reducir los niveles sanguineos de
glucosa, es decir, se produce una resistencia a la insulina, a pesar de existir niveles incluso
superiores a lo fisiologico. Se define a este estado metabdlico como DIABETES

MELLITUS TIPO 2.



También es preciso considerar algunos tipos de diabetes mellitus, mas marginales en
cuanto a prevalencia, como son los estados pre-diabéticos o la diabetes gestacional.
También hay que considerar a la diabetes mellitus tipo MODY, que es una diabetes de la
edad madura que se presenta en el joven, es decir, pacientes que por su edad tenderian a
padecer la tipo 1, pero que se identifica en ellos la tipo 2; la hiperglucemia en estos
pacientes suele ser mas moderada que en la tipo 1 o 2, pero de evolucién mas inconstante.
A pesar de ello, estos tipos constituyen en su conjunto un 5-6% del total de pacientes

diabéticos.

Un reciente estudio (Rojo-Martinez et al., 2020) ha estimado la incidencia de diabetes,
ajustada por edad, sexo y forma de deteccion de la diabetes, en 11,6 casos/1.000 personas-
afio. Esto quiere decir que cada afio aparecen alrededor de 386.000 nuevos casos de
diabetes en la poblacion adulta; los principales factores de riesgo que se han identificado
asociados al desarrollo de diabetes son la presencia de prediabetes, la edad, el sexo

masculino, la obesidad central, el incremento de peso y la historia familiar de diabetes.

Respecto a los datos de prevalencia en Espafia, la Base de Datos Cinicos de Atencion
Primaria (2020) establecié que, en 2020, 3.07 millones de espanoles padecian alguno de
los tipos de diabetes mellitus, es decir, el 6.8% de la poblacion total (7.5% en hombres y
6.8% en mujeres); el 3.4% de los pacientes padecian diabetes mellitus tipo 1y el 96.6%
el tipo 2. Otros paises, como EEUU, ofrecen cifras de prevalencia del 10% de la
poblacion, padeciendo el tipo 2 el 98% de los pacientes (aproximadamente 31.4 millones

de habitantes).

Por ultimo, la mortalidad a causa de la diabetes mellitus va inherentemente ligada a sus
complicaciones cardiovasculares. Asi, el Instituto Nacional de Estadistica (2020) recogi6
la cifra de 119.853 muertes en 2020 por enfermedad cardiovascular (24.3% del total de
muertes), estando diagnosticados de diabetes mellitus el 85% de los fallecidos por esta
causa. Estas cifras fueron un 17.1% mayores que las recogidas en 2019. Por lo tanto, es
importante conocer estas complicaciones a largo plazo de la diabetes mellitus, ademas de

por la incidencia y prevalencia de las mismas, por la alta tasa de mortalidad que presentan.



1.2. COMPLICACCIONES DE LA DIABETES MELLITUS

Un mantenimiento de cifras de hiperglucemia en el tiempo afecta a diversos o6rganos y
sistemas, pero en todos los casos pasan por una afectacion del sistema vascular,
independientemente de una afectacion tisular directa que agrava atin mas el proceso. En
términos generales, esta afectacion va a depender del tipo de control de la glucemia que
realice el paciente, ya que un muy buen control puede evitar al maximo la aparicion de
algunas o todas estas complicaciones. No obstante, la realidad es bien distinta, ya que este
exhaustivo control debe realizarse a diario y durante toda la vida; por ese motivo, se
calcula que a partir de los 10-15 afios de evolucioén de la diabetes, el 75-80% de los
pacientes presentan alguna de estas complicaciones, en mayor o menor medida de

intensidad.

Se distinguen dos grandes tipos de vasculopatias como complicacion cronica de la

diabetes mellitus.
a) MACROANGIOPATIA DIABETICA.

Consiste en la afectacion de los grandes vasos sanguineos y no difiere en nada de la
enfermedad cardiovascular estandar, es decir la que acontece independientemente del
factor de riesgo que la promueva. Es decir, la diabetes mellitus actia como un potenciador
de la aparicion de la inflamacion vascular y la arteriosclerosis, de ahi que la consecuencia
final sea un proceso isquémico trombdtico, fundamentalmente a nivel coronario
(sindrome coronario agudo), cerebral (ictus isquémico) y/o periférico (claudicacion

intermitente).

En términos generales, la diabetes mellitus tipo 2 es subsidiaria de presentar en su
evolucion algln tipo de macroangiopatia, en mayor medida que el tipo 1. Se calcula que
la diabetes, independientemente del resto de factores de riesgo que habitualmente van
asociados (hipertension, hipercolesterolemia, obesidad, etc.) incrementa en 2-4 veces la
posibilidad de aparicion de un sindrome coronario agudo, ictus cerebral isquémico o

muerte por causa cardiovascular (Green, 2014).
b) MICROANGIOPATIA DIABETICA

Afecta a los pequefios vasos arteriales y capilares, aparece con mayor frecuencia en la

diabetes mellitus tipo 1. Est4 ligada a un buen control de la glucemia, dependiendo su
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aparicion mas o menos tardia y mas o menos intensa, a dicho control. Es un proceso

patognomonico de diabetes mellitus y afecta principalmente a tres sistemas organicos:
- Neuropatia diabética

Se denomina también neuropatia periférica diabética. Es un grupo de trastornos con
fisiopatologia muy complicada que interrumpe los sistemas nerviosos somatico y
autonomo (Singh et al., 2014). Consiste en una polineuropatia sensitivo-motora simétrica
causada por cambios metabdlicos y microvasculares vinculados a la hiperglucemia

cronica y factores de riesgo cardiovascular (Tesfaye, 2011).

Afecta tanto a diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2. Los sintomas mas frecuentes son: dolor,
parestesia y la pérdida sensorial, si bien es asintomatica casi en el 50% de los casos
(Testaye, 2011). Afectan a casi el 50 % de los pacientes diabéticos tipo 2 y es causa de

una disminucién mas o menos intensa de la calidad de vida de quien la padece.

La neuropatia diabética se clasifica en dos tipos: neuropatia focal y neuropatia difusa. A
diferencia de la neuropatia focal, que es poco comun, la polineuropatia sensoriomotora y
la neuropatia autondmica diabética (ambas de caracter difuso), son mucho mas comunes

y tipicamente progresivas (Kaur et al., 2014).

La base fisiopatologica de la neuropatia diabética se centra en anomalias vasculares
inducidas por hipoxia, como el engrosamiento de la membrana basal de los capilares y la
hiperplasia endotelial. Obviamente, estas lesiones son debidas a una hiperglucemia
cronica, que produce una hiperactividad de la via de los polioles, lo que da como resultado
una disminucion del mioinositol (Yan, 2018), la via de los AGE (Simran et al., 2019), la
via de la diacilglicerol-proteinquinasa C (DAG/PKC), asi como la via de la hexosamina,
lo que conduce a un estado de estrés oxidativo que resulta en dafio neuronal y una

reduccion del flujo sanguineo neuronal (Singh et al., 2020).
- Retinopatia diabética

Es la microangiopatia mas frecuente en la poblacion diabética. Si bien es mas frecuente
en la diabetes mellitus tipo 1, aparece en ambos tipos, si bien con caracteristicas algo

distintas.



La retinopatia diabética es la causa directa mas frecuente de ceguera en el mundo
desarrollado (Forbes & Cooper, 2013). Los pacientes con retinopatia diabética grave
tienen una calidad de vida reducida, asi como un bienestar fisico, mental y social
disminuido, lo que requiere el uso de numerosos recursos sanitarios (Fenwick et al.,
2011). Alrededor de 28 millones de personas en todo el mundo sufren de retinopatia que
amenaza la vista, 93 millones sufren de retinopatia diabética, 21 millones sufren de edema
macular diabético y 17 millones sufren de retinopatia proliferativa (Wong et al., 2066),
lo que convierte a la retinopatia diabética en un importante problema econdémico y de

salud publica mundial.
Las formas mas frecuentes de lesion retiniana condicionan el tipo de retinopatia clinica.

— Retinopatia diabética no proliferativa, con etapas leve, moderada y grave. Se
caracteriza por la aparicion de microaneurismas, microangiopatia capilar,
hemorragias parenquimatosas, engrosamiento de la membrana basal, lesiones
microvasculares, exudados duros y anomalias venosas.

— Retinopatia diabética proliferativa. Es la etapa avanzada de la retinopatia
diabética; se asocia a neovascularizacion, hemorragias prerretinianas o vitreas,

desprendimiento de retina y proliferacion fibrovascular (Wong et al., 2008).

La diabetes prolongada, la hiperglucemia cronica y la hipertension son los tres aspectos

principales favorecedores de la retinopatia diabética (Cheung et al., 2010).

La respuesta inflamatoria de la vasculatura retiniana puede ser causada por una variedad
de estimulos, que incluyen: hiperglucemia, altas concentraciones de citocinas y
quimiocinas circulantes o vitreas, factores de crecimiento, AGE y especies reactivas de
oxigeno (Al-Kharashi et al., 2018; Santiago et al., 2018). Por lo tanto, la evidencia
respalda que la inflamacion crénica es un factor crucial en el desarrollo de la retinopatia

diabética, particularmente en sus primeras etapas (Shafabakhsh et al., 2019).

Al igual que en la neuropatia diabética, la hiperglucemia cronica aumenta el estrés
oxidativo al aumentar los AGE, la produccién y activacion de PKC y el aumento de la
via de los polioles y vias de hexosamina (Tarr et al., 2013). Aumento del estrés oxidativo,
combinado con niveles reducidos de glutation (GSH), induce la produccion de
mediadores inflamatorios, la ruptura de la barrera hematorretiniana, la muerte de los

pericitos y, por lo tanto, el aumento de la permeabilidad vascular.
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Ademas, el aumento del estrés oxidativo altera la retina diabética a través de la
peroxidacion lipidica severa, dafio oxidativo del ADN, oxidacion de proteinas, induccion
de inflamacién y aumenta la expresion de factores de crecimiento como VEGF (Kowluru

& Chan, 2013).

Se ha demostrado que la hipoxia retiniana estimula la produccion de citocinas
proinflamatorias y factores de crecimiento proangiogénicos en la retinopatia diabética.
Esto contribuye al desarrollo de la enfermedad al promover el crecimiento descontrolado
de nuevos vasos sanguineos, el aumento de la permeabilidad vascular y la pérdida de

células de la retina (Arden & Sivaprasad, 2011).
- Nefropatia diabética

Es una pérdida parcial de la funcion renal asociada con sindrome nefroético, glomérulo
esclerosis, albuminuria crénica, tasa de filtracion glomerular reducida, hipertension y
retencion de liquidos (Blickle et al., 2007). Clinicamente, la nefropatia diabética se asocia
con albuminuria elevada (>300 mg/dia), validada al menos dos veces, con 3 a 6 meses de
diferencia. Alrededor del 20-40% de las personas con diabetes corren el riesgo de sufrir

insuficiencia renal.

En los seres humanos, la albuminuria diabética se asocia con el desarrollo de
caracteristicas histopatologicas distintivas, incluido el engrosamiento de la membrana
basal glomerular y la expansion mesangial. La progresion de la albuminuria y la
insuficiencia renal conduce a la esclerosis del glomérulo, la hialinosis arteriolar y la

fibrosis tubulointersticial (Mauer et al., 1992).
La nefropatia diabética progresa a través de cinco etapas Mogensen, 1999):

— Etapa I: hiperfiltracion hipertrofica.
— Etapa II: quietud fisiopatologica.

— Etapa III: microalbuminuria.

— Etapa IV: insuficiencia renal cronica.

— Etapa V: insuficiencia renal terminal.

Se establece que el 20-30% de los pacientes con diabetes mellitus de aproximadamente

15 afios de evolucion, presentan microalbuminuria y casi la mitad de ellos desarrollan una



nefropatia real. Después de 20 afios de evolucion de la diabetes, aproximadamente la
mitad de los pacientes desarrollan nefropatia y el 15% de ellos evolucionan hacia una

etapa terminal de insuficiencia renal.

La hiperglucemia cronica induce las mismas vias bioquimicas citadas en la neuropatia y
retinopatia diabética. La activacion de multiples cascadas de transduccion de sefiales
conduce a la liberacion de mediadores proinflamatorios y profibroticos, lo que cambia la
hemodindmica intrarrenal. Estos factores contribuyen al cambio en la estructura y las
funciones del rifién, como la alteracion de la permeabilidad glomerular, la hiperfiltracion
glomerular, el engrosamiento de la membrana basal glomerular, la sintesis de matriz
mesangial y, en ultima instancia, provocan la esclerosis del glomérulo y la fibrosis
intersticial, que dan como resultado la apoptosis, pérdida de podocitos y disminucién de

la fraccion de filtrado glomerular (Sagoo & Gnudi, 2020).

1.3. MECANISMOS GENERALES DE DANO VASCULAR EN LA DIABETES
MELLITUS

Desde un punto de vista didactico, podemos establecer diversas etapas en el desarrollo de
cualquiera de los tipos de vasculopatia diabética, las cuales son progresivas, es decir, una
lleva a la siguiente, lo cual nos lleva a considerar un hecho evidente: si se frena o bloquea
una de ellas, se retrasa, evita o alivia la siguiente. Estas etapas se adaptan mejor a la
macroangiopatia, presentando muchos puntos en comun con la microangiopatia, si bien
esta se ve influenciada por factores propios de los organos afectados (retina, nervios

periféricos y rifion).
1.3.1. Primera etapa: cambios en las vias bioquimicas intracelulares

La hiperglucemia prolongada es claramente el elemento clave que da lugar a todas las
alteraciones involucradas en el desarrollo de la vasculopatia diabética. Las altas
concentraciones de glucosa en sangre conducen a cambios importantes en el metabolismo
celular, entre los que destacan: activacion de la via de los polioles, activacion de la via
del diacilglicerol-proteina quinasa C, estimulacion del estrés oxidativo celular y cambios
en la estructura y funcidon de las macromoléculas mediante la formacion de productos
finales de glicacion avanzada (AGE) (Paul & Katare, 2020). Estas alteraciones
bioquimicas explican la mayoria de las lesiones celulares que aparecen en la vasculopatia

diabética, especialmente las lesiones iniciales en el endotelio de los vasos sanguineos,
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que conducen a la disfuncidon endotelial (Paul & Katare, 2020). Aunque estas alteraciones

se describen por separado, en realidad estan interrelacionadas entre si.
Via de los polioles

En tejidos que no requieren insulina para la captacion de glucosa celular (rifion, retina,
tejido nervioso y células endoteliales), la via glucolitica se ve superada en la
hiperglucemia prolongada. Esto favorece la formacion de sorbitol y fructosa a través de
la activacion de la aldosa reductasa y sorbitol deshidrogenasa; como resultado, la relacion
NADH/NAD+ aumenta. (Singh et al., 2021). El desequilibrio crea un ambiente
pseudohipoxico de fundamental importancia para ciertas alteraciones intracelulares. La
activacion de la via de los polioles se relaciona con otras alteraciones, como el aumento
del estrés oxidativo celular, el aumento de la sintesis de prostaglandinas y la disminucion

de la produccion de 6xido nitrico (Federici & Lauro, 2005).
Via del diacilglicerol-proteina quinasa C (DAG-PKC)

Los niveles altos de glucosa estimulan la sintesis de novo de DAG, un potente estimulador
de la PKC (Croce & Soulage, 2013). Otras vias también contribuyen al aumento de la
PKC en la diabetes, por ejemplo, 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

(Idris & Donelli, 2006).
Formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGE)

La glucosa se puede unir de forma no enzimatica a grupos amino libres de proteinas y
lipidos, un proceso que da lugar a AGE, que pueden acumularse en las células durante
periodos prolongados (Sarma & Roy, 2022). La formacién de AGE se acelera en la
diabetes mellitus, en proporcion directa a la concentracion de glucosa en sangre. La
autooxidacion de la glucosa y los AGE producen cantidades excesivas de radicales libres
y pueden reaccionar con la matriz extracelular y una variedad de proteinas celulares, cuya
funcién se ve alterada por lo tanto (Sarma & Roy, 2022). Ademas, los AGE interactuan
con receptores especificos y estimulan la liberacion de citocinas y la expresion de NFkB,
ademads de liberar factores de crecimiento en el endotelio e inhibir la produccion de NO

(Kim et al., 2021). Otro efecto de los AGE es aumentar la sensibilidad de los vasos



sanguineos a los radicales libres, y al dafio que estos causan al ADN nuclear (Sarma &

Roy, 2022).
Estrés oxidativo

Se dice que una célula sufre estrés oxidativo cuando la formacion de especies reactivas
al oxigeno supera la capacidad de defensa antioxidante celular. Esto puede suceder
cuando se forman muchos radicales libres, cuando las defensas antioxidantes endogenas
(principalmente el sistema de glutation) estan dafiadas o, con mayor frecuencia, cuando
ambos eventos coinciden. El exceso de glucosa conduce a la autooxidaciéon, con la
formacion resultante de aniones hidroxilicos (Teshima et al., 2014). Ademas, casi todas
las actividades antioxidantes endogenas disminuyen en la diabetes (Azul et al, 2020). La
produccion excesiva de radicales libres puede dafiar cualquier estructura celular, incluida
la membrana (peroxidacion de lipidos), las proteinas (polimerizacion anémala) y el
nicleo (ADN danado) (Demirci-Cekig et al, 2022). Los radicales libres también pueden
reaccionar con el 0xido nitrico (NO) para formar peroxinitritos, que causan incluso mas
dafio que los aniones hidroxilo (Yoon et al., 2021). Se demostré que la acumulacion de
radicales libres puede dar lugar a la glicacion no enzimética de proteinas, la activacion de
la via DAG-PKC, la acumulacion de sorbitol y la activacion de la expresion del factor

nuclear NFkB) en las células endoteliales (Sarma & Roy, 2022).
1.3.2. Segunda etapa: disfuncioén endotelial

Las diferentes vias bioquimicas que se alteran en la diabetes mellitus tienen un punto de
interaccion, el endotelio, donde provocan una alteraciéon de sus funciones,
denominandose a este hecho disfuncion endotelial, que se encuentra en el centro de

muchas lesiones vasculares.

El endotelio es el principal o6rgano antitrombdtico y el principal regulador del flujo
sanguineo tisular. Cuando acontece el fendmeno de disfuncién endotelial, se alteran
ambas funciones, produciendo un desequilibrio en la circulacion sanguinea y por ende,

en los organos irrigados por los vasos afectados.
Alteracion de la funcion antitrombotica

Esta funcion del endotelio se produce debido a la liberacion de sustancias antiagregantes

plaquetarias (prostaciclina, ADPasa y NO), sustancias anticoagulantes (trombomodulina
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y sustancias similares a la heparina) y estimuladores de la fibrinolisis (activador tisular
del plasmindgeno o tPA) (Neubauer & Zieger, 2021). Estas funciones estan alteradas en
la diabetes mellitus, y muchos estudios informaron un aumento de la activacion
plaquetaria en la fase plasmatica de la coagulacion, junto con una actividad fibrinolitica
deficiente (Bryk-Wigzania & Undas, 2021; Maruhashi & Higashi, 2021). Estos cambios
tienden a favorecer un estado protrombotico en los pacientes con diabetes, situacion que
conduce a su vez a una mayor incidencia de accidentes isquémicos en estos pacientes

(Maruhashi & Higashi, 2021).
Alteracion de la funcion de regulacion alterada del flujo sanguineo

Los mediadores vasoconstrictores endoteliales por excelencia son las endotelinas (ET).
En las células endoteliales se sintetizan y liberan por la acciéon de multiples factores
(factores de crecimiento, citoquinas, trombina e insulina, entre otros) y son controladas
negativamente por prostaciclina, NO y heparina, entre otras sustancias (Imig, 2020;
Jamwal & Sharma, 2018). El subtipo ET-1 interactia con receptores de membrana
especificos en la fibra muscular lisa vascular (ETA y ETB), y esto desencadena un efecto

vasoconstrictor (Angeli et al., 2021).

De los factores vasodilatadores, los que merecen mas atencion son la prostaciclina y el
NO. Ambos mediadores se producen en la célula endotelial y tienen una vida media muy
corta; sus efectos, por tanto, se sienten en las células que estan en contacto directo con el
endotelio. La prostaciclina se forma a partir del 4cido araquidonico mediante la
participacion de la ciclooxigenasa, para formar endoperoxidos ciclicos, como ocurre en
las plaquetas. La principal diferencia entre la sintesis de prostaciclina en las plaquetas y
en el endotelio es que la primera implica la tromboxano sintetasa, que produce
tromboxano A2 (TxA2, un potente vasoconstrictor y agregante plaquetario), mientras que
la segunda implica la prostaciclina sintetasa (un potente vasodilatador y antiagregante
plaquetario) (Zhou et al., 2021). Debido al origen bioquimico compartido, pero a los
efectos opuestos de los dos prostanoides, se acepta que un equilibrio apropiado de
tromboxano plaquetario/prostaciclina vascular es fundamental para la interaccion
fisiologica entre las plaquetas y la pared vascular (Mitchell et al., 2021). Ademas, la
sintesis de eicosanoides en un ambiente rico en radicales libres de oxigeno, como ocurre
en la diabetes mellitus, favorece la produccion de subproductos como los isoprostanos,

que tienen efectos vasoconstrictores (Imig, 2020).
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El 6xido nitrico se forma a partir del aminoéacido L-arginina mediante la participacion de
la enzima NO-sintasa (NOS). Hay dos formas principales de NOS, forma constitutiva e
inducible (Elfering et al., 2002). La NOS constitutiva (cNOS), que depende del calcio,
forma pequenas cantidades de NO (en el rango nanomolar) constantemente. Se han
identificado dos formas diferentes de cNOS: endotelial (ecNOS) y neuronal (ncNOS). La
NOS inducible (iNOS) normalmente no se expresa en células humanas, sino que se activa
solo tras la estimulacion por citocinas. Esta isoenzima forma NO en grandes cantidades
(rango micromolar) en rafagas (Elfering et al., 2002). Se cree que el NO producido por
cNOS esté involucrado en funciones fisioldgicas, mientras que el producido por iNOS
participa en mecanismos fisiopatoldgicos, especialmente cuando la concentracion de
radicales libres en el ambiente es alta (como ocurre en la diabetes mellitus) (Pérez-Torres
etal., 2021). Esto lleva a la formacién de peroxinitritos, radicales libres que son altamente

dafinos para las células (Pérez-Torres et al., 2021).

Debido a que la vida media del NO es muy corta, los efectos de esta molécula se ven solo
en las células mas cercanas al sitio de sintesis. La prostaciclina se une a receptores de
membrana especificos vinculados a una proteina G que estimula la adenilciclasa. Esto, a
su vez, aumenta los niveles de AMPc en la fibra muscular lisa vascular y en las plaquetas
(en el caso de la sintesis de células endoteliales). El 6xido nitrico se difunde facilmente a
través de las membranas y estimula directamente la guanil ciclasa en las células del
musculo liso vascular, lo que aumenta el contenido de cGMP. Los dos nucledtidos
ciclicos son responsables de la vasodilatacion e inhibicion de la agregacion plaquetaria

que se observa en respuesta a la prostaciclina y el NO (Golshiri et al., 2020).

Entre las alteraciones descritas en la diabetes se encuentran una disminucion en la sintesis
y el funcionamiento de la prostaciclina (Shi & Vanhoutte, 2017) y un aumento en la
actividad de la iNOS (Pérez-Torres et al., 2020). Estos cambios, junto con el aumento de
la produccion de radicales libres (Cohen & Tong, 2010) y el aumento de la agregacion
plaquetaria (Nicolas et al., 2021), conducen a un entorno vascular que favorece la
reduccion del flujo sanguineo tisular y la tendencia a la formacion de trombosis

intravasculares (Nicolas et al., 2021).
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1.3.3. Tercera etapa: fallo de la funcién vascular

La disfuncioén endotelial, conduce a una funcién antitrombotica deficiente (prostaciclina,
NO, tPA), junto con la estimulacion de la funcién plaquetaria, puede favorecer los

fendmenos isquémicos.

Los tres territorios mas frecuentes en cuanto a la aparicion de eventos tromboticos en la
diabetes mellitus son: vasos coronarios, cerebrales y arterias de las extremidades
inferiores. De hecho, son éstas las patologias que muestran una mayor incidencia y

prevalencia en la poblacion afecta de diabetes mellitus que en la no diabética.
1.4. ESQUEMA FISIOPATOLOGICO DE LA MACROANGIOPATIA DIABETICA

El apartado anterior describe los eventos principales generales de la vasculopatia
diabética, si bien se aplica casi en su totalidad a la microangiopatia especifica de la
diabetes mellitus. A continuacion, se describe un esquema general de lo que ocurre en un
paciente diabético, a nivel arterial, desde sus inicios hasta la apariciéon de un evento
isquémico. Ya se ha constatado anteriormente que la macroangiopatia diabética no es
diferente del proceso de enfermedad vascular general, aunque todos los pasos de esta
evolucidn estan incrementados en la diabetes mellitus. Un esquema general del proceso

de vasculopatia macroangiopatica se muestra en la siguiente figura.

1.4.1. El efecto silencioso de la hiperglucemia mantenida
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Unas cifras altas de glucosa en sangre mantenidas en el tiempo ejercen un efecto
bioquimico consistente en un desequilibrio de diversas vias intracelulares (véase apartado
anterior). Una de las primeras alteraciones reconocidas en este proceso es la activacion
de la NADPH-oxidasa (NOX) debido a altas concentraciones de glucosa, tanto en
neutrdfilos como en la propia célula endotelial (Gorin & Block, 2013). Cuando el oxigeno
interacciona con el sistema de la NOX, se forman aniones superoxidos, primer paso de la
produccion de especies reactivas de oxigeno o radicales libres derivados del oxigeno

(Brown et al., 2021).

Pero la hiperglucemia no solo afecta a esta molécula generadora de radicales superdxidos,
sino que a la vez comienza a estimular la actividad de las plaquetas y los leucocitos,

produciendo unas consecuencias fundamentales:
- La actividad agregante de las plaquetas comienza a estar incrementada (Li et al., 2021).

- Las proteinas adhesivas de los leucocitos (ICAM-1, VCAM-1) se expresan con mas
facilidad, lo cual facilita el acercamiento e interaccion de estas células con el endotelio

vascular (Vecchié et al., 2019).

Por otra parte, en un ambiente rico en glucosa, las células endoteliales se hacen mas
permeables a moléculas que habitualmente no traspasan la barrera endotelial. Tal es el
caso de la lipoproteina de baja densidad para el colesterol (LDL), la cual comienza a

introducirse en el interior de la pared vascular (Mundi et al., 2018).

Es importante destacar que, a pesar de estas alteraciones, el paciente con diabetes no
presenta aun sintomas relacionados con su sistema cardiovascular, si bien este comienza
a sensibilizarse para un dafio progresivo, en el caso de no controlar las cifras de glucemia

adecuadamente.
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Figura 1.1. Esquema general de los procesos de inflamacion vascular
1.4.2. Las arterias comienzan a inflamarse

Llega un momento evolutivo en el proceso de la vasculopatia, en el que la matriz
subendotelial se ve ocupada por distintos elementos no habituales en condiciones

fisiologicas (Fan & Watanabe, 2022):
- Los leucocitos, que se activan en el espesor tisular se convierten en macrofagos.
- Los radicales libres, derivados de la activacion de la NOX.

- Moléculas de colesterol LDL que interaccionan con los radicales libres y se oxidan,

transformandose en LDL oxidada (LDLox).

Este escenario evoluciona hacia otro nuevo, caracterizado por los siguientes eventos
bioquimicos y celulares. Se unen los radicales libres derivados de la accion de la NOX y
los producidos en los macrofagos activados, ejerciendo sus efectos nocivos en varias

direcciones:
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- Activacion en los propios macrofagos de los factores nucleares que inducen la sintesis

de mediadores inflamatorios (interleucinas y citocinas).
- Incremento de la tasa de oxidacion de las moléculas de colesterol LDL.

A su vez, amodo de cascada de activaciones, se inicia un circulo de activacion entre estas
vias, incrementando cada vez mas la produccion de mediadores inflamatorios, radicales
libres y LDLox. Esto origina una situacion de inflamacion vascular, en la que se producen

dos consecuencias principales:

- En capas mas profundas de la pared arterial, se estimula la proliferacion de fibras
musculares lisas y por ende, un engrosamiento de la pared vascular (Takahishi et al.,

2021).

- En la capa mas superficial, en el endotelio, tanto la agresion bioquimica y celular desde
el torrente sanguineo, como la interna, debida a los radicales libres y mediadores

inflamatorios, producen una clara disfuncién endotelial (Csiszar et al., 2008).

En esta fase, el paciente diabético sigue sin mostrar sintomatologia alguna relacionada

con el proceso vascular que se esta desarrollando en sus arterias.
1.4.3. Fallo de la defensa endotelial

El dafio endotelial, consecuencia de la interaccion con elementos sanguineos y de la
propia pared vascular, se hace cada vez mas intenso, comenzando a producirse déficits

de todas sus funciones (Véase apartado 3.2.).

Los radicales libres y los mediadores inflamatorios interactian fundamentalmente a tres

niveles bioquimicos:

- Los radicales libres inhiben la actividad endotelial de la prostaciclin-sintetasa,
disminuyendo la vida media y la cantidad de prostaciclina formada, disminuyendo asi un

elemento antiplaquetario y vasodilatador fisioldgico (Folli et al., 2011).

- Los aniones superoxidos (primeros radicales libres formados) reaccionan con el 6xido
nitrico (NO) endotelial, formando radicales libres derivados de NO o peroxinitritos,
compuestos muy oxidantes y que ejercen un efecto contrario al propio NO, es decir, las

acciones vasodilatadoras y antiagregantes plaquetarias del NO se convierten en
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vasoconstrictoras y pro-agregantes plaquetarias del peroxinitrito (Pérez-Torres et al.,

2020).

- Los mediadores inflamatorios, ademas de facilitar la proliferacion de células musculares
lisas de la capa media de las arterias y la formacion de mas radicales libres en los
macrofagos infiltrados en la pared vascular, facilitan la expresion de la isoforma inducible
de la NO sintasa (iNOS), la cual produce NO en cantidades micromolares (en condiciones
fisiologicas, la forma constitutiva de la NOS -cNOS- produce NO en concentraciones
nanomolares). Al producirse tanto NO, se incrementa la reaccidon con los aniones
superoxidos y por lo tanto, la formacion de mayores cantidades de peroxinitritos

(McDaniel et al, 1996).

Por lo tanto, se reducen considerablemente dos factores importantisimos de defensa
endotelial, ambos vasodilatadores y antiagregantes plaquetarios. En esta fase los
pacientes apenas presentan algiin signo de lo que estd ocurriendo en sus arterias, como

mucho, una elevacion de su presion arterial.
1.4.4. La batalla final

Es entonces cuando puede aparecer el evento que lleve al paciente a urgencias de un
hospital. La isquemia debida a la formacion de un trombo, consecuencia de una falta de
defensa antitrombdtica endotelial y una exacerbacion de los factores protromboticos
sanguineos, condiciona el proceso. La consecuencia: sindrome coronario agudo, ictus

cerebral isquémico o enfermedad arterial periférica.

Ya se ha comentado en apartados anteriores que estos eventos isquémicos
cardiovasculares son mas frecuentes en los pacientes con diabetes mellitus que en la
poblacion no diabética. Lo importante es que estos mecanismos son secuenciales, de
forma que la actuacion sobre alguno de los escalones descritos puede frenar la evolucion

hacia los siguientes.

En este sentido, una de las primeras alteraciones bioquimicas consiste en la formacion de
radicales libres, asi como participan en casi todos los estados del proceso vascular, de ahi
que se haya puesto el foco en intentar frenar la formacion y/o los efectos nocivos de estos

radicales libres. Es por ello que se describen brevemente algunos aspectos generales de
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los que se denomina estrés oxidativo, consecuencia directa de la aparicion de estos

radicales libres.
1.5. ASPECTOS GENERALES DEL ESTRES OXIDATIVO

En todas las células de nuestro organismo se estan formando radicales libres de forma
continua, pero asimismo, existen mecanismos que intentan captarlos, anularlos y/o
destruirlos. Ese equilibrio entre mecanismos oxidantes y antioxidantes se denomina

estatus oxidativo celular.

Cuando hay un exceso de produccion de radicales libres y/o un déficit en los sistemas
antioxidantes endogenos, predominan los primeros y se establece un incremento de las
oxidaciones celulares, produciendo diversos dafos bioquimicos y biologicos. En este

caso se habla de un estrés oxidativo.

Un radical libre es cualquier molécula que en su orbital atomico mas externo tiene un
electron desapareado, ya sea por la entrada o la cesion de uno de ellos. Cualquier molécula
puede convertirse en radical libre, si bien las de menor tamafio son mas susceptibles. Es
por ello, que el oxigeno es posiblemente la principal diana para los electrones procedentes
de otras moléculas. De hecho, en la propia respiracion celular, un 5% del oxigeno se
convierte en radical libre. Otras fuentes de electrones son: radiaciones,
oxidaciones/reducciones de otras moléculas, situaciones de hipoxia/reoxigenacion tisular,

etc. (Dan et al., 2022).

Una vez que un electron entra en la molécula de oxigeno, se convierte en un anion
superoxido, el cual es rapidamente dismutado por la enzima superoxido dismutasa, que
transforma al anion superdxido en perdxido de hidrégeno, el cual no es propiamente dicho
un radical libre, pero es una molécula altamente toxica celular. Para defender a dichas
células del efecto del perdxido de hidrogeno, existen dos mecanismos enzimaticos que lo
inactivan/transforman: catalasa (lo convierte en agua) y glutation peroxidasa (oxida al

glutation reducido con el perdxido de hidrogeno) (He et al, 2017).

En determinadas situaciones patoldgicas, entre ellas la diabetes mellitus, existe un exceso
de produccion de aniones superdxidos y una reduccion de los mecanismos antioxidantes,

fundamentalmente el sistema del glutatiéon, de ahi que se acumule el peréxido de
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hidrégeno y, en presencia de hierro, se forme otro radical libre, el anidén hidroxilico,

mucho mas reactivo y toxico que el superoxido (Lushchak, 2014).

Los radicales libres buscan el equilibrio atomico, de ahi que reaccionen con cualquier
molécula cercana para oxidarla y asi recobrar la paridad electronica. En una célula pueden

reaccionar con las siguientes moléculas:

- Lipidos, principalmente los de las membranas biologicas, transfiriendo el electron de
mas y formando sucesivos radicales libres lipidicos, hasta llegar a aldehidos sin capacidad
de transferir mas electrones. Este proceso se denomina peroxidacion lipidica (Gaschler &

Stockwell, 2017).

- Hidratos de carbono, formando carbonilos proteicos, que son moléculas de

carbohidratos desnaturalizadas (Bora et al., 2021).

- Proteinas, destruyendo polimeros y desestructurando su funcioén arquitectdnica, asi

como interfiriendo con las enzimas para modificar sus funciones (Droge, 2002).

- Acidos nucleicos, generando bases anémalas que alteran el coédigo de ADN para la

sintesis proteica (Dizdaroglu & Jaruga, 2012).

- Oxido nitrico, sobre todo cuando este se encuentra en altas concentraciones, formando
el radical peroxinitrito que, a su vez, es altamente reactiva con el resto de moléculas (Radi,

2018)

Por cualquiera de estos mecanismos, se altera la funcion celular, tanto morfoldgica como
funcionalmente, alterando la fisiologia de las células e incluso llevandolas a la muerte.
Pues bien, en la diabetes mellitus y mas concretamente en los vasos sanguineos de los
pacientes diabéticos, se han descrito estas alteraciones en mayor medida que en personas

no diabéticas (Luc et al., 2019; Zhang et al., 2020; Zou et al., 2004).

Como ya comentamos anteriormente, el estrés oxidativo es uno de los primeros eventos
en el desarrollo de la vasculopatia diabética, asi como en casi todos los pasos de su
evolucion. Por ello, se ha postulado que la administracion de compuestos antioxidantes
pudiera ser util, ademéas del control de la glucosa, en el retraso de las complicaciones

vasculares de la diabetes, asi como en su intensidad y consecuencias (Paneni et al., 2013).
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La principal fuente de compuestos antioxidantes es la alimentacion, sobre todo la
denominada dieta mediterranea, de ahi que revisaremos algunos aspectos de este tipo de

alimentacion.

Figura 1.2. Esquema general de formacion/destruccion de radicales libres

1.6. DIETA MEDITERRANEA COMO FUENTE DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES

La dieta mediterranea (DietMed) es una de las mas ampliamente descritas y evaluada en
la literatura cientifica. Se han acumulado una gran cantidad de evidencias que demuestran
una asociacion inversa entre la adherencia a DietMed y un menor riesgo de mortalidad
por todas las causas, enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2, algunos canceres
especificos y trastornos cognitivos (Dinu et al., 2018). Estas propiedades beneficiosas
podrian explicarse por los demostrados efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
antitromboticos, antineoplasicos e hipolipemiantes de los componentes bioactivos de la

DietMed (Serra-Majem et al, 2019).

El patrdn dietético general de la DietMed contiene los siguientes elementos:
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- Altas cantidades de frutas, verduras, nueces, legumbres, pescado, cereales, incluidos los

integrales.

- El aceite de oliva virgen extra (AOVE) como principal fuente de grasa.

- Ingesta moderada de alcohol preferiblemente en forma de vino tinto.

- Bajas cantidades de productos lacteos, asi como carnes rojas y procesadas.
Vegetales

En una DietMed tradicional, el énfasis esta en los alimentos estacionales cultivados en el
campo. Esto incluye ensaladas frescas, tomates, berenjenas, pepinos, repollo, ricula,
rabanos, ajo, cebolla, espinaca y lechuga. Las verduras son las fuentes méas importantes
de compuestos fenolicos (principalmente flavonoides) en la DietMed. Las verduras se
caracterizan por muchos otros nutrientes, incluyendo fibra dietética, potasio, vitamina A,
vitamina C, vitamina K, cobre, magnesio, vitamina E, vitamina B6, 4cido fo6lico, hierro,

tiamina, niacina y colina (Hoffman & Gerber, 2013).
Legumbres

Las legumbres que se consumen habitualmente en una dieta mediterranea incluyen
garbanzos, lentejas, y judias blancas. Los principales ingredientes de las legumbres son
proteinas, fibra, fitoesteroles, acido folico, vitamina B6, flavonas y varios minerales

(Hoffman & Gerber, 2013).
Frutas

Las frutas que se consumen con frecuencia en una dieta mediterranea incluyen frutas
citricas, como naranjas y granadas, bayas, higos, uvas y frutas “naranjas” (por ejemplo,
albaricoques, melocotones, nectarinas y melones). Entre muchos otros nutrientes, las
frutas proporcionan fibra dietética, potasio y vitamina C, pero también flavonoides y

terpenos (Hoffman & Gerber, 2013).
Frutos secos

Los frutos secos cominmente consumidos incluyen pistachos, almendras, cacahuetes,

avellanas y nueces. Las nueces son una rica fuente de 4cidos grasos monoinsaturados y
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poliinsaturados, incluido el 4cido linoleico y linolénico, fenoles, flavonoides,
isoflavonoides, fitoesteroles y acido fitico, vitamina E, vitamina B2, acido f6lico y fibra,
asi como minerales y oligoelementos como magnesio, foésforo, potasio, cobre y selenio

(Hoffman & Gerber, 2013).
Cereales

Este grupo de alimentos incluye arroz, avena, pan, cereales, galletas saladas y pasta. Los
cereales integrales son una fuente de nutrientes como fibra dietética, hierro, zinc,
manganeso, acido folico, magnesio, cobre, tiamina, niacina, vitamina B6, fosforo, selenio
y riboflavina. En un metandlisis de dosis-respuesta de estudios observacionales
prospectivos, un alto consumo de cereales integrales se ha asociado con un menor riesgo
de mortalidad por todas las causas, cardiopatia coronaria, insuficiencia cardiaca, diabetes

tipo 2 e hipertension (Bechthold et al., 2019).
Pescados/mariscos

Los principales integrantes de este grupo son: las sardinas, la caballa, los mejillones, el
pulpo, las ostras, salmon, lubina, camarones, calamares y atun. Generalmente, se
considera que los nutrientes bioactivos mas importantes en los pescados, sobre todo en
los denominados azules, son los 4acidos grasos poliinsaturados n-3 (4&cido
eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico). En estudios observacionales prospectivos,
la ingesta de pescado/mariscos se ha asociado con menor riesgo de mortalidad por todas

las causas, cardiopatia coronaria e insuficiencia cardiaca (Bechthold et al., 2019).
Alcohol

En la DietMed, el alcohol se entiende como vino tinto consumido como parte de una
comida (Hoffman & Gerber, 2013). El resveratrol podria ser el ingrediente clave en el
vino tinto. Un metanalisis reciente de 83 estudios prospectivos concluyeron que el umbral
para el riesgo mas bajo de la mortalidad por todas las causas fue de alrededor de 100

g/semana (Wood et al., 2018). No obstante, este consumo sigue siendo discutido.
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Aceite de oliva virgen extra (AOVE)

Se considera que el AOVE es un componente clave de la DietMed. Es una fuente de
acidos grasos monoinsaturados y polifenoles (oleuropeina, tirosol, hidroxitirosol,

secoiridoides y lignanos) (Lopez-Miranda et al., 2010).

1.7. ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA (AOVE) COMO FUENTE DE
POLIFENOLES

En la DietMed, la principal fuente de grasas alimenticias es el AOVE. Desde hace muchos
afios, el AOVE es considerado una grasa saludable, fundamentado en la gran cantidad de
estudios que han demostrado la influencia de la ingesta de este aceite sobre los principales
mecanismos implicados en la etiopatogenia de la enfermedad cardiovascular. Asi, se ha

demostrado efectos beneficiosos en los siguientes puntos (Yubero-Serrano et al., 2019):

- Estrés oxidativo y nitrosativo. La administracion de AOVE reduce diversas facetas del
estrés oxidativo, como es la peroxidacion lipidica, e incrementa algunos mecanismos
antioxidantes endogenos, como es el sistema del glutation. Asimismo, reduce el acaimulo
de peroxinitritos en diversas situaciones patologicas, como es en la diabetes mellitus. En
voluntarios sanos se ha demostrado una reduccion en la capacidad de la LDL para

oxidarse (Covas et al., 2006).

- Mediadores inflamatorios. Frenan la expresion de factores nucleares reguladores de la
sintesis de interleucinas, como es el caso de NfkB, asi como la sintesis y liberacion de

algunas citosinas.

- Disfuncién endotelial. La administracion de AOVE reduce el dafio endotelial de forma

preventiva, evitando en parte el déficit de prostaciclina o de 6xido nitrico.
- Metabolismo lipidico. Tiende a incrementar los niveles de colesterol HDL.

- Activacion plaquetaria. AOVE reduce la activacion de las plaquetas, si bien este efecto
se produce con administraciones de cantidades mayores a las recomendadas en una dieta

estandar tipo mediterranea.
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- Hipercoagulabilidad sanguinea. Se han descrito reducciones del factor tisular, factor VII
o fibrinégeno, asi como un incremento en la vida media del activador tisular del

plasmindgeno (TPA) y una inhibicion de sus inhibidores (PAI).

Debido a estos mecanismos, entre otros, se ha demostrado que la administracion de
AOVE en personas con factores de riesgo cardiovasculares, reduce significativamente la
aparicion de eventos isquémicos en todos los sectores arteriales (coronarias, cerebro,
arterias periféricas), ademas de reducir la incidencia de diabetes mellitus y algunas de sus
complicaciones, algunos tipos de céanceres, sobrepeso, etc. (Martinez-Gonzélez et al,

2015).

El AOVE es una grasa compleja que procede de las aceitunas, de las que existe una gran
variedad a lo largo de la cuenca mediterrdnea, obteniéndose aceites con diferentes
porcentajes en sus componentes quimicos, si bien estos se repiten en todos ellos. Los
principales componentes quimicos del AOVE son los siguientes (Jiménez-Lopez et al,

2020):
1.7.1. Acidos grasos

Los triacilgliceroles constituyen una gran parte del aceite comestible y un alto porcentaje
de la fraccion saponificable esta constituida por 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA).
El principal triacilglicerol detectado en el aceite de oliva es el oleico-oleico-oleico
(O00), que representa aproximadamente la mitad de la porcién total de triacilglicerol
que se encuentra en el AOVE. Otros triacilgliceroles también presentes son palmitico-
oleico-oleico (POO), oleico-oleico-linoleico (OOL), palmitico-oleico-linoleico (POL) y

estearico-oleico-oleico (SOO) (Boskou et al., 2006).
7.2. Esteroles

También hay cuatro clases de esteroles en el aceite de oliva y se utilizan cominmente
para comprobar su autenticidad porque su presencia estd relacionada con la calidad del
aceite. Estas cuatro clases son esteroles comunes (4-desmetilesteroles), 4a-metilesteroles,
alcoholes triterpénicos (4,4-dimetilesteroles) y dialcoholes triterpénicos (Boskou et al.,
2006). Los esteroles comunes en el AOVE estan presentes tanto en forma libre como
esterificada. Los principales componentes de esta fraccion de esteroles son campesterol,

B-sitosterol yAS5-Avenasterol [60,61], y en menor cantidad también es posible encontrar
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estigmasterol, colesterol, colesterol, brasicasterol, sitostanol, ergosterol, campestanol,
A7-Colestenol, A7-Avenasterol, A7-Stigmasterol, A7-campesterol, AS5,24-
estigmastadienol, A5,23-estigmastadienol, A7,24-ergostadienol, A7,22-ergostadienol,
22,23-dihidrobrassicasterol y 24-metileno-colesterol. El contenido total de esteroles del
AOVE varia entre 1000 y 2000 mg/kg. El B-sitosterol es el principal compuesto de la
fraccion de esteroles con valores entre el 75% y el 90% de la fraccion total de esteroles,

mientras que el AS-venasterol tiene valores entre el 5% y el 20%.
1.7.3. Tocoferoles

Tres isoformas de tocoferoles estan presentes en el AOVE: a-, B- y y-tocoferol. El a-
tocoferol se encuentra en su forma libre y representa mas del 90% de todos los

tocoferoles, con rangos de 206 a 270 mg/kg de aceite.
1.7.4. Carbohidratos

Hay dos hidrocarburos principalmente presentes en el aceite de oliva: escualeno y [-
caroteno. El escualeno es el ultimo metabolito sintetizado antes de la formacion del anillo
de esteroles. Este compuesto constituye mas del 90% de la fraccion hidrocarbonada y es
el compuesto mas abundante en la materia insaponificable, con concentraciones que

oscilan entre 200 y 7500 mg/kg de aceite.

La fraccion restante de carbohidratos en el AOVE estd compuesta por triterpenos y

diterpenos, poliolefinas, isoprenoides, hidrocarburos y n-parafinas.
1.7.5. Pigmentos

Los carotenoides lipofilicos y los pigmentos de clorofila que se encuentran en el aceite
de oliva son los responsables de su color caracteristico. La coloracion del AOVE es mas
verde en presencia de aceitunas verdes que tienen un mayor contenido en clorofila
mientras que utilizando aceitunas maduras con mayor contenido en carotenoides
obtenemos un aceite mas amarillento, por lo que el color final es el resultado de las
proporciones de estos pigmentos. AOVE tiene una gran variedad de carotenoides y
clorofilas, desde P-caroteno, violaxantina, neoxantina, luteina y otras xantofilas a la

clorofila a y b, feofitina a y b y otros derivados menores.
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7.6. Compuestos fendlicos

El principal grupo de compuestos antioxidantes del AOVE son los fenoles hidrofilicos,
Son moléculas de suma relevancia a la hora de determinar la calidad del aceite en cuanto
a su sensorialidad, como amargor, picor y estabilidad (Servili et al., 2009), asi como sus
caracteristicas organolépticas de aroma y sabor. La estabilidad oxidativa del AOVE no
depende so6lo de la variedad y calidad de la aceituna sino también del tiempo de
recoleccion, area de cultivo, el grado de insaturacion y los niveles de antioxidantes

presentes (tocoferoles, fenoles hidrofilicos y carotenos).

Ademas, factores como el sistema de extraccion del aceite y las condiciones de
almacenamiento también influyen en la conservaciéon y concentracion de estos fenoles

(Fernandez-Prior et al., 2020).

Los compuestos fendlicos tienen actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas y antitumorales, y también pueden modular la expresion génica para
proteger proteinas que intervienen en los mecanismos celulares involucrados en el
proceso de inflamacidn, la resistencia al estrés oxidativo y en el metabolismo de los

lipidos (Covas, 20028; Konstantinidou et al., 2010; Romani et al., 2019).

Por tanto, las principales sustancias antioxidantes que se encuentran en el AOVE son
compuestos fendlicos polares que se pueden presentar en forma libre, ligada o
esterificada. El contenido fendlico total oscila entre 50 y 1000 mg/kg [84], siendo mas
comun en concentraciones entre 100 y 300 mg/kg. Cada AOVE tiene un perfil fendlico,
contenido y composicion diferente debido a las diferencias antes citadas (Cicerale et al.,

2009).

Los compuestos fenolicos que se han descrito en la composicion de AOVE son (Jiménez-

Lépez et al., 2020):

- Acidos fenolicos: galico, salicilico, vanillico...

- Acidos hidroxicinamicos: caféico, p-cumarico, fertlico...
- Alcoholes fenolicos: tirosol, hidroxitirosol.

- Antocianos: cianidin-3-glucésido, cianidin-3-rutenésido.
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- Flavonoides: apigenina, quercetina quercitrina, luteolinam, rutina...
- Flavonoles: catequina, epicatequina.
- Glicosidos: ligtrésido, oleuropeina.

Los compuestos que se encuentran en mayor concentracion en AOVE son los alcoholes
fenolicos, fundamentalmente el hidroxitirosol. Este compuesto ha sido estudiado
ampliamente y muestra un perfil cualitativo de comportamiento muy similar al del
AOVE, tanto en su actuacion sobre las vias de dafio celular, mecanismos antioxidante,
antiinflamatorio, anticancerigeno, etc., como su efecto en procesos patologicos (Bertelli

et al., 2020; D"Angelo et al., 2020; Robles-Almazan et al, 2018).
1.8. HIDROXITIROSOL Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Como deciamos, la mayor parte de los efectos demostrados para hidroxitirosol son
superponibles a los descritos para el AOVE. Si consideramos a la enfermedad
cardiovascular como una sucesion de eventos que van desde la aparicion de factores de
riesgo hasta el dafio tisular producido por un evento isquémico, podemos aseverar que
hidroxitirosol interfiere positivamente en cada una de sus fases. Resumimos a

continuacion los principales resultados demostrados al respecto.
1.8.1. Factores de riesgo cardiovascular

De los factores de riesgo cardiovascular mas frecuentes, posiblemente sea la diabetes
mellitus el mas estudiado. En este sentido, se ha descrito un efecto antidiabético,
hipoglucemiante, obtenido con hidroxitirosol en modelos de diabetes experimental que
reproducen la diabetes mellitus tipo 2. Xie et al. (2018) demostraron este efecto en un
modelo experimental de ratones con diabetes tipo 2, tras la administracion de nicotinato
de hidroxitirosol. Jemai et al. (2009) llegaron a conclusiones similares administrando
hidroxitirosol y oleuropeina. El mecanismo propuesto para explicar el efecto
hipoglucemiante de hidroxitirosol en la diabetes tipo 2 es un incremento hepatico del
proceso de la glucogenogénesis, posiblemente debido a su demostrado efecto

antioxidante (Poudyal et al., 2017).

Otro factor de riesgo cardiovascular, la hipertension arterial, también puede verse

afectado por hidroxitirosol. Asi, Lockyer et al. (2017) demostraron que la ingesta de un
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compuesto con hidroxitirosol libre y en forma de oleuropeina a pacientes hipertensos,

redujo significativamente las cifras tensionales en 2.5 puntos de presion.

Un factor de riesgo, asociado a los dos anteriores, es la hiperlipidemia. En los tres estudios
citados anteriormente (Jemai et al., 2009; Lockyer et al., 2017; Xie et al., 2018) se ha
demostrado un efecto reductor de los niveles de colesterol total, colesterol LDL y
triglicéridos. Estudios realizados en células hepaticas e intestinales han atribuido estos
efectos a una disminucion en la sintesis y/o secrecion de lipoproteinas que contienen apoB

(Vidal et al., 2005; Yee et al., 2002).
1.8.2. Inflamacidn vascular

El proceso de inflamacidn vascular se inicia por la aparicion de un estrés oxidativo que
afecta a diversas vias de dafio vascular (véase apartado 1.4). Pues bien, todas esas vias
son afectadas por hidroxitirosol, en el sentido de frenarlas, ya sea por su efecto

antioxidante o por un efecto directo sobre algunas de ellas.
- Estrés oxidativo y nitrosativo

Posiblemente es el mecanismo mas estudiado de hidroxitirosol, y por el que se han
adjudicado a este compuesto fenolico la mayor parte de sus efectos bioldgicos.
Hidroxitirosol reduce la presencia de especies reactivas de oxigeno tanto a nivel
intracelular como extracelular (Robles-Almazan et al., 2018). Este efecto antioxidante es
tan importante que en todos los estudios que se realizan con este compuesto fendlico, sea
cual sea su objetivo final, siempre se acompaila de un andlisis de su capacidad

antioxidante en el modelo o situacion concreta que se estudie.

Se han postulado diversos mecanismos para explicar su efecto antioxidante, dependiendo

del estimulo que origine el estrés oxidativo.

— Accioén captadora de los radicales libres formados (“efecto scavenger"). Esto se
ha demostrado con las especies reactivas: anion superoxido, perdxido de
hidrégeno y &cido hipocloroso (Granados-Principal et al., 2014).

— Accion estimulante de factores antioxidantes enddgenos, tales como: Nrf2, Sirtl

y INK-p62/SQSTM (Bayram et al., 2012; Zou et al., 2012).
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— Accibén estimulante directa sobre sistemas antioxidantes endogenos, tales como:
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSHpx) y reductasa
(GSSGrd); también se ha demostrado un efecto de mantenimiento de los niveles
intracelulares de glutation reducido (GSH) en condiciones de estrés oxidativo

(Granados-Principal et al., 2012).

A pesar de la unanimidad de los distintos estudios sobre este efecto antioxidante de
hidroxitirosol, se ha demostrado que, al igual que ocurre con otros polifenoles, se produce
el fenomeno de la hormesis, el cual se podria definir como una inversion del efecto
antioxidante hacia uno oxidante, al ir incrementando la concentracion/dosis del
compuesto (Calabrese, 2018; Forman et al., 2014). Este fenémeno, que se da con multitud
de compuestos antioxidantes, se explica por dos motivos posibles (Robles-Almazan et

al., 2018):

— Hidroxitirosol capta especias reactivas y se convierte en un radical libre muy
débil, pero al incrementar la concentracion/dosis, comienza a ejercer un efecto
como si fuese una especie reactiva.

— La administracion crénica de hidroxitirosol produce una reaccion defensiva de la

célula, pudiendo activar factores pro-oxidantes intracelulares.
- Adhesion leucocitaria al endotelio

Se ha demostrado que hidroxitirosol frena la expresion génica de sintesis de proteinas
adhesivas, tales como VCAM-1 ¢ ICAM-1 (Carluccio et al., 2007), asi como su

produccion en un modelo de diabetes experimental (Lopez-Villodres et al., 2016).
- Oxidacién de la LDL

Posiblemente por su efecto antioxidante, se ha demostrado que hidroxitirosol disminuye
la cantidad de LDLox formada, tanto en humanos (Covas et al., 2006) como en modelos

experimentales de diabetes mellitus (Lopez-Villodres et al 2016).
- Mediadores inflamatorios

Estudios realizados in vitro con células monociticas humanas THP-1 tratados con
lipopolisacaridos para inducir una respuesta inflamatoria, demostraron que hidroxitirosol

previene la formacion de citoquinas, 6xido nitrico por via inducible, secrecion del factor
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de necrosis tumoral-alfa (TNF-a)) y expresion de ARNm, asi como también inhibi6 la
expresion de iINOS y COX-2 (Zhang et al., 2009), mostrando un claro caracter

antiinflamatorio a nivel celular.

Se ha demostrado también que hidroxitirosol es capaz de frenar la activacion del factor
nuclear de las células B activadas (NF-kB), factor de transcripcion relacionado con mas
de 150 genes, incluyendo los encargados de la sintesis de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e
IL-17), quimiocinas y moléculas de adhesion celular, implicadas en las respuestas
inflamatorias, contribuyendo a explicar en parte la atenuacion de la inflamacion vascular

promovida por hidroxitirosol (Carluccio et al., 2007; Killeen et al., 2014).

Algunos estudios han demostrado la capacidad de HT para inhibir la ciclooxigenasa,
COX-1 y COX-2, al mismo nivel que en firmacos mas consumidos como ibuprofeno y

celecoxib (Gonzalez-Correa et al., 2008; Reyes et al., 2013; Zhang et al., 2009).
1.8.3. Disfuncion endotelial

Centrandonos en la funcion antitromboética del endotelio y su déficit en algunas

circunstancias, como es la diabetes mellitus, se ha demostrado que hidroxitirosol:

- Frena el déficit de produccion endotelial de prostaciclina (Gonzalez-Correa et al., 2008,
2018; Lopez-Villodres et al., 2016; Martinez-Gonzalez et al., 2008). De esta forma, este
compuesto fenodlico disminuye el déficit de uno de los principales agentes

antiplaquetarios y vasodilatadores enddgenos.

- Tiende a incrementar la produccion de 6xido nitrico, tanto en condiciones in vitro
(Serreli et al., 2021), como tras su administracion a animales de experimentacion

(Gonzalez-Correa et al., 2008; Storniolo et al., 2014)

Por otra parte, se ha demostrado que hidroxitirosol protege el metabolismo de las células
endoteliales a través de una proteccion del estrés mitocondrial inducido por diversos

estimulos, como es el inflamatorio (Calabriso et al., 2018).

1.8.4. Activacion plaquetaria: Hidroxitirosol y algunos de sus derivados, reducen la
agregabilidad de las plaquetas, tanto en condiciones in vitro (de Roos et al., 2011;
Gonzalez-Correa et al., 2008; Zbidi et al., 2011) como ex vivo (Gonzalez-Correa et al.,

2008; Lopez-Villodres et al., 2016).
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Este efecto, junto a la reduccion de la disfuncion endotelial en situaciones de riego
cardiovascular, como es ¢l caso de la diabetes mellitus, confieren a hidroxitirosol un
caracter antitrombotico, al menos desde un punto de vista de prevencion de eventos

trombodtico-isquémicos.
1.8.5. Dafio tisular

La ultima fase de la enfermedad cardiovascular es la produccion de dafio isquémico
tisular en el organo afectado por la isquemia. En este sentido, es necesario proteger a
dicho tejido, sobre todo para que los mecanismos de dafio isquémicos no sigan avanzando

y afecten al tejido circundante sano.

A nivel coronario estd muy protocolizado el esquema de cardioproteccion
(vasodilatadores coronarios y periféricos, relajantes de la contraccion miocardica, etc.),
pero a nivel cerebral, la neuroproteccion no se encuentra totalmente dilucidada. Como
neuroprotectores se han ensayado multitud de moléculas, si bien ninguna de ellas ha

superado con éxito el cociente beneficio/riesgo.

Como el estrés oxidativo estd en el centro del dafio por isquemia a nivel cerebral, se
plante6 la posibilidad de utilizar compuestos antioxidantes como posibles
neuroprotectores (Carrera et al., 2019). En este sentido, se ha postulado a hidroxitirosol
como un posible candidato, debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
citoprotectoras, previamente descritas en este texto. Asi, se ha comprobado un efecto
neuroprotector en modelos experimentales de dafio tisular por isquemia (Cabrerizo et al.,

2013; De la Cruz et al., 2015; Gonzalez-Correa et al., 2008; Guerrero et al., 2012).

1.9. PLANTEAMIENTO GENERAL DEL TEMA DE INVESTIGACION:
JUSTIFICACION E HIPOTESOS DE ESTUDIO

Una vez demostradas las bondades cientificas de la dieta mediterranea, la implicacion en
ella del aceite de oliva virgen extra y el peso especifico que juegan los polifenoles que
contiene, desde un punto de vista de salud, se podria plantear un doble objetivo general

(Hernaez et al., 2021):

- Conseguir un aceite de oliva virgen extra enriquecido en aquellos polifenoles que hayan
demostrado un mayor beneficio a nivel de prevencion de algunos o todos los estadios de

la enfermedad cardiovascular.
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- Utilizar estos polifenoles como moléculas aisladas, tratando su uso como si fuese un

farmaco.

En ambos casos se plantea la siguiente cuestion: ;cudl o cudles polifenoles serian

candidatos para estos fines?

Si algo esta claro tras los multiples estudios de prevencion cardiovascular en este tema,
es que la integracion de todos los elementos de la dieta mediterranea presenta efectos
inequivocamente positivos (Martinez-Gonzalez et al., 2015) y que el aceite de oliva

virgen extra juega un papel definitivo en estos efectos (Konstantinidou et al., 2010).

Teniendo en cuenta estas aseveraciones, habria que plantear qué compuestos servirian
para enriquecer el aceite de oliva virgen extra y mejorar su perfil preventivo
cardiovascular. Obviamente el compuesto fenolico hidroxitirosol es el mas abundante y

sobre el que mas estudios se han realizado de forma aislada (Bertelli et al., 2020).

En nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios con este compuesto y algunos de
sus derivados (éteres y ésteres) sobre diversos mecanismos implicados en el proceso de
enfermedad cardiovascular (véase apartado 4): estrés oxidativo y nitrosativo, funcion
plaquetaria, mecanismos antiplaquetarios de la pared arterial, estado inflamatorio,
complicaciones macro y microangiopdticas de la diabetes mellitus y neuroproteccion.
Estos estudios han sido realizados en condiciones in vitro (Cabrerizo et al., 2013; De La
Cruz et al., 2015a; Gonzalez-Correa et al., 2008; Guerrero et al., 2012; Reyes et al., 2013)
0 ex vivo en animales sanos (De La Cruz et al, 2015b; Gonzalez-Correa et al., 2008;
Muioz-Marin et al., 2013) o en un modelo experimental de diabetes mellitus (Gonzalez-
Correa et al., 2018; Lopez-Villodres et al., 2016; Reyes et al, 2017; Rodriguez-Pérez et
al., 2021).

Al comparar los resultados de los estudios en los que se administrd hidroxitirosol con
aquellos similares en los que se administro aceite de oliva virgen extra en cantidades que
contenian dosis equivalentes a las de hidroxitirosol aislado (Cabrerizo et al., 2013;
Gonzalez-Correa et al., 2007), la conclusion podria ser que hidroxitirosol no es el

responsable del 100% del efecto del aceite de oliva virgen extra.

Una posible hipotesis podria ser que los demds compuestos polifendlicos ejercieran

también un efecto similar al del hidroxitirosol y que completasen asi el efecto demostrado
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en el aceite completo. Otra posibilidad es que en el aceite de oliva virgen extra se

produjese un efecto sinérgico entre los distintos compuestos fenolicos.

Para comprobar esta segunda posibilidad, se realizé un estudio in vitro en cortes
cerebrales de rata, evaluando la capacidad neuroprotectora y antioxidante de algunos de
los polifenoles mas importantes del aceite de oliva virgen extra (hidroxitirosol, tirosol,
3.,4-dihidroxifenilglicol y oleocantal) (De La Cruz et al., 2021). En este estudio se
demostro un efecto sinérgico entre hidroxitirosol y 3,4-dihidroxifenilglicol. Asimismo, al
comparar la mezcla de polifenoles en concentraciones presentes en el aceite de oliva
virgen extra con hidroxitirosol solo, el efecto neuroprotector y antioxidante siempre fue

mayor con la mezcla que con hidroxitirosol solo (De La Cruz et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los planteamientos desarrollados en la justificacion del estudio y
siendo la diabetes mellitus uno de los principales factores de riesgo cardiovascular, nos

planteamos el presente estudio con el siguiente objetivo:

- Valorar el posible efecto sinérgico de hidroxitirosol y 3,4-dihidroxifenilglicol, en
proporcion similar a la que se encuentra en el aceite de oliva virgen extra, sobre
el estrés oxidativo y nitrosativo y sobre algunos biomarcadores cardiovasculares,

en un modelo experimental de diabetes mellitus similar al tipo 1 en humanos.
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3. METODOLOGIA

La descripcion del apartado de metodologia proviene del articulo publicado como aval de
la tesis, cuya referencia es: De La Cruz Cortés JP, Vallejo-Carmona L, Arrebola MM,
Martin-Aurioles E, Rodriguez-Pérez MD, Ortega-Hombrados L, Verdugo C, Fernandez-
Prior MA, Bermudez-Oria A, Gonzilez-Correa JA. Synergistic Effect of 3'4'-
Dihidroxifenilglicol and Hydroxytyrosol on Oxidative and Nitrosative Stress and Some
Cardiovascular Biomarkers in an Experimental Model of Type 1 Diabetes Mellitus.

Antioxidants (Basel). 2021 Dec 13;10(12):1983. doi: 10.3390/antiox10121983.

Se realiza la presente nota aclaratoria, dado que este apartado estd sujeto a pocas
variaciones y como advertencia a las posibles coincidencias que pudieran aparecer en el

andlisis de similitud (plagio) con otras fuentes.
3.1. Material

A continuacion, se recoge los materiales y productos utilizados en la realizacion de la

tesis.

Los kits de inmunoensayo enzimatico de 11-deshidrottromboxano 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 antioxidante total fueron de Cell Biolabs, Inc. (Arjons Drive, San Diego, CA,
EE. UU.). Los kits de inmunoensayo enzimatico 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 colageno se obtuvo de Menarini
Diagnoéstica (Barcelona, Espafia). Todos los demds reactivos provenian de Sigma

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

El hidroxitirosol (HT) se aisld por tratamiento hidrotérmico de la fase liquida obtenida
del alperujo (un subproducto del sistema de separacion de dos fases del aceite de oliva) a
160 °C durante 60 min (Rubio-Senent, F et al. J. Agric. Food Chem. 2012, 60, 1175-
1186). El liquido se extrajo por fraccionamiento cromatografico en dos pasos, con un

rendimiento final de 99,6% de pureza referida a materia seca, segin el proceso descrito
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por Fernandez-Bolanos et al. 2002 (J. Agric. Food Chem. 2002, 50, 6804-6811). Para la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el compuesto de tirosol estandar se
obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza) y HT de Extrasynthese (Lyon Nord, Geney, Francia). Los
fenoles se cuantificaron utilizando un sistema de cromatografia liquida Hewlett-Packard
1100 con detector ultravioleta-visible. Se utilizé una columna analitica “Mediterranea
sea” C18 (250 x 4,6 mm i.d.; tamafio de particula = 5 pm) (Teknokroma, Barcelona,
Espafia) a temperatura ambiente. El sistema estaba equipado con valvulas de inyeccion
Rheodyne (bucle de 20 pL). Las fases moéviles fueron, acido tricloroacético al 0.01% en
agua y acetonitrilo, con el siguiente gradiente durante un tiempo total de flujo de 55 min:
95% inicialmente, 75% a los 30 min, 50% a los 45 min, 0% a los 47 min, 75 % a los 50
min y 95% a los 52 min hasta que se completo el paso. La cuantificacion se llevo a cabo
por integracion de picos a una longitud de onda de 280 nm con referencia a calibraciones

obtenidas con estandares externos.

El 3'.4'-dihidroxifenilglicol (DHPG) se obtuvo del subproducto del aceite de oliva
mediante un sistema de extraccion en dos fases utilizado en las almazaras. El método para
purificar DHPG ha sido descrito y patentado por Fernandez-Bolafos et al. (2010)
(WO2010070168A1). El método se basa en sistemas cromatograficos fisicos que
permiten la extraccion de compuestos naturales sin ningin disolvente organico ni
reacciones quimicas o enzimadticas, obteniendo un grado de pureza superior al 95%,

referido a materia seca.
3.2. Disefo del estudio

Los animales fueron ratas Wistar macho adultas de 2 meses de edad (peso corporal 200-
250 g). Todas las ratas se utilizaron de acuerdo con la legislacion espafiola vigente 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, Junta de Andalucia. y Desarrollo Sostenible de la Junta de Andalucia (Ref.
9/07/2019/124).
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Los animales (10 ratas por grupo) se distribuyeron en siete grupos: 1) ratas no diabéticas
de control (NDR) tratadas con solucion salina, 2) ratas diabéticas de control (DR) tratadas
con solucion salina, 3) DR tratadas con 5 mg/kg/dia p.o. de HT, 4) DR tratado con 0,5
mg/kg/dia p.o. de DHPG, 5) DR tratado con 1 mg/kg/dia p.o. de DHPG, 6) DR tratado
con 5 mg/kg/dia p.o. de HT mas 0,5 mg/kg/dia p.o. de DHPG y 7) DR tratado con 5
mg/kg/dia p.o. de HT mas 1 mg/kg/dia p.o. de DPG. Estas dosis de cada compuesto se
eligieron segun el rango de concentraciones descrito en AOVE con diferente contenido
en polifenoles (Pedan, V. et al. Molecules 2019, 24, 2041; Medina, E. et al. J Agric Food
Chem 2006, 54, 4954-4961): de 1/10 a 1/5 (DHPG/HT) segun el tipo de aceituna de donde
se extraiga el AOVE. extraido y a los efectos demostrados en algunos experimentos ex
vivo en ratas sanas y diabéticas (Reyes, J.J. et al. J Agric Food Chem 2017, 65, 4378-
4383; Lopez-Villodres, J.A. et al. J. Nutr. Biochem. 2016, 37, 94-100).

Se administraron HT y DHPG en el agua de bebida una vez al dia durante 7 dias antes de
inducir la diabetes y continuaron diariamente hasta el final del periodo diabético (2

meses).

Se indujo diabetes experimental con una tnica inyeccion intravenosa de estreptozotocina
(50 mg/kg). La concentracion de glucosa en sangre se mididé poniendo en contacto un
glucosimetro FreeStyle (Abbot Laboratories S.A., Madrid, Espafia) con sangre
procedente de la vena safena. Se consider6 que los animales tenian diabetes si la glucosa
en sangre era superior a 200 mg/dL durante 2 dias consecutivos. Las ratas del grupo de
control no diabético recibieron una unica inyeccion intravenosa de solucion salina
isotonica y se midi6 la glucosa en sangre de la misma manera que en los animales
diabéticos. Durante el periodo de tratamiento, los animales diabéticos se trataron con 4
Ul/dia s.c. de un analogo de insulina basal soluble de accion prolongada (Levemir®,
Novo Nordisk Espafia, Madrid, Espafia) para reducir la mortalidad por los niveles
elevados de glucosa en sangre. Los animales de control recibieron el mismo volumen de

solucion salina isotonica s.c.

Al final del segundo mes, todos los animales de cada grupo fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.). Se realizd laparotomia medial para extraer 6 mL de
sangre de la aorta abdominal. Como anticoagulante se utiliz6 citrato de sodio al 3% en
una proporcion de 1:9. Posteriormente, se obtuvo un segmento de la aorta abdominal 0,5

cm anterior a la bifurcacion de las arterias femorales.
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3.3. Técnicas analiticas

Todas las técnicas se ejecutaron de manera simple ciego, es decir, las personas que

realizaron los ensayos desconocian el origen y la naturaleza de las muestras.
3.3.1. Muestras
De cada animal se extrajeron las siguientes muestras:

- Sangre total, recogida en tubos sin anticoagulantes y con gel activador de la coagulacion
y una muestra recogida en tubo con anticoagulante. Las primeras se centrifugaron a 3500
x g durante 10 min y el sobrenadante se separ6 y congelo6 en alicuotas a -80 °C hasta la

determinacion de las variables correspondientes.

- Orina. Las ratas se colocaron individualmente en jaulas metabdlicas modulares
(Tecniplast S.p.A., Buguggiate, Italia) y se recolectd orina de 24 horas. Se midi6 la
diuresis total, y las muestras se centrifugaron a 3500 x g durante 10 min a 4°C y se
congelaron a -80°C en alicuotas hasta realizar las determinaciones analiticas

correspondientes.

- Tejido aortico. Los analisis morfoldgicos se realizaron en un segmento de aorta desde

la division de las arterias renales hasta 1 cm hacia arriba.
3.3.2. Bioquimica sérica

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

Siemens Healthineers (Erlangen, Alemania).

- Triglicéridos. Los triglicéridos se convierten en glicerol y 4cidos grasos libres por accion
de la lipasa. Luego, el glicerol se convierte en glicerol-3-fosfato por la glicerol quinasa,
seguido de su conversion por la glicerol-3-fosfato-oxidasa en peréxido de hidrogeno. Se
forma un complejo coloreado a partir de perdéxido de hidréogeno, 4-aminofenazona y 4-
clorofenol bajo la influencia catalitica de la peroxidasa. La absorbancia del complejo se

mide como una reaccion de punto final a 505/694 nm.

- Colesterol total. Los ésteres de colesterol son hidrolizados por la colesterol esterasa a
colesterol y acidos grasos libres. El colesterol es transformado por la colesterol oxidasa

en presencia de oxigeno para formar perdxido de hidrégeno. Se forma un complejo
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coloreado a partir de peroxido de hidrogeno, 4-aminoantipirina y fenol bajo la influencia
catalitica de la peroxidasa. La absorbancia del complejo se mide como una reaccion de

punto final a 505/694 nm.
- Colesterol HDL. El ensayo consta de 2 pasos de reaccion distintos:

1. Eliminacién de quilomicrones, colesterol VLDL y colesterol LDL por colesterol

esterasa y colesterol oxidasa.

2. Medicion especifica del colesterol HDL después de la liberacion del colesterol HDL

por el tensioactivo.

La intensidad del tinte de quinoneimina producido en la reaccion de Trinder es

directamente proporcional a la concentracion de colesterol cuando se mide a 596/694 nm.
- Colesterol LDL. El ensayo consta de 2 pasos de reaccion distintos:

1. La colesterol esterasa y la colesterol oxidasa eliminan el colesterol, excepto el de las

lipoproteinas de baja densidad.

2. La medicion especifica del colesterol LDL se realiza después de su liberacion por

detergente en DLDL
3.3.3. Agregometria plaquetaria

La capacidad de agregacion de plaquetas en sangre total se prob6 a 37°C con el método
de impedancia eléctrica (agregoémetro Chrono-Log 540, Chrono-Log Corp., Haverton,
PA, EE. UU.). Se us6 colageno (10 pg/ml) como agente inductor de la agregacion. La
maxima intensidad de agregacion se determind como la méxima resistencia entre los dos

polos del electrodo obtenida 10 min después de la adicion del agonista.
3.3.4. Concentracion de eicosanoides en orina

Las concentraciones urinarias de 11-dehidro-tromboxano B: y 6-keto-prostaglandina Fla
se midieron como un indice de la produccion global de tromboxano y prostaciclina. Estas
determinaciones se realizaron utilizando un kit comercial de inmunoensayo enzimatico

de acuerdo con los protocolos del fabricante.
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Agregdmetro de impedancia
3.3.5. Estrés oxidativo y nitrosativo

El malondialdehido es el principal producto de la reaccion con &cido tiobarbitdrico
(TBARS) y se utilizdo como indice de la concentracion de peroxido lipidico sérico. Se
utilizo un kit comercial colorimétrico basado en la reaccion con acido tiobarbitirico y

determinacion espectrofotométrica a 532 nm.

El 8-isoprostano urinario se determind como un indice global de estrés oxidativo
(Costabile, G. et al. Metab. Syndr. Relat. Disord. 2015, 13, 187-191); las concentraciones
séricas de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina se determinaron como un indice de estrés
oxidativo/dafio al ADN. Ambas determinaciones se realizaron utilizando kits comerciales

de inmunoensayo enzimatico de acuerdo con los protocolos del fabricante.

La concentracion sérica de glutation, la actividad de glutation peroxidasa (GSHpx) y la
capacidad antioxidante total (TAC) se determinaron como un indice global de defensa
antioxidante. La determinacion de glutation se basé en el sistema de reciclaje por DTNB
(sustrato de glutation) y glutation reductasa. EIl DTNB y el glutation reaccionan para
generar acido 2-nitro-5-tiobenzoico que tiene un color amarillo, determinando la
absorbancia a 412 nm. La actividad de GSHpx se midi6 usando un método colorimétrico:
GSHpx reduce el hidroperoxido de cumeno mientras oxida GSH a GSSG; el GSSG
generado se reduce a GSH con el consumo de NADPH por la glutation reductasa; la

disminucién de NADPH se midi6 a 340 nm en modo cinético. El ensayo TAC se basa en

41



la reduccion de Cut++ a Cu+ mediante antioxidantes como el acido urico y la reaccion

con un cromégeno, determinando la absorbancia a 490 nm.

Las concentraciones séricas de 3-nitrotirosina se determinaron como un indice de
formacion de peroxinitrito, utilizando un kit de inmunoensayo enzimatico comercial de

acuerdo con los protocolos del fabricante.
3.3.6. Otros biomarcadores cardiovasculares

La lipoproteina de baja densidad oxidada en suero (oxLDL) se midi6 como un indice del
estado oxidativo causado por los radicales libres. La concentracion de mieloperoxidasa
(MPOx) se ha determinado como un indice de la activacion de leucocitos
polimorfonucleares en presencia de mediadores inflamatorios. La molécula de adhesion
vascular VCAM-1 refleja la activacion endotelial y puede marcar el proceso inflamatorio
cronico en el desarrollo de la enfermedad vascular. Estos biomarcadores se cuantificaron
con kits comerciales de inmunoensayo enzimatico apropiados, de acuerdo con los

protocolos del fabricante.
3.3.7. Analisis morfométrico aortico

Los analisis morfoldgicos se realizaron en un segmento de aorta desde la division de las
arterias renales hasta 1 cm hacia arriba. El tejido extirpado se fijo en paraformaldehido al
10% mediante inmersion total durante 48 horas y se proces6 con el método clasico de
inclusion en parafina. Las secciones incluidas en parafina se cortaron a 7 um y se tifieron
con hematoxilina y eosina. Las secciones fueron examinadas bajo un microscopio optico
equipado con un sistema digital. El analisis histomorfométrico se realiz6 con el programa
informatico 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
(que contenian de 5 a 8 secciones por portaobjetos). En cada seccion cuantificamos las
variables, area de la luz (AL) y area de toda la seccion arterial (AW). El area de la pared

arterial (AAW) se calcul6 de la siguiente manera:

AAW =AW - AL
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El programa adaptd el area obtenida en cada caso a un circulo, calculando el radio

(espesor de pared del vaso -VWT-) de la siguiente manera:
VWT? = Area/3.1416

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. Antes del céalculo, se eliminaron los
artefactos o particulas mas pequefias que el tamafio predeterminado. A continuacion, se
calculd el nimero de nucleos celulares dentro de cuatro campos de aproximadamente

10.000 um? a 0°, 90°, 180° y 270° en cada seccion.

Muestras de tejido para inclusion

Microtomo de rotacion
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Ejemplo de cortes arteriales
3.4. Analisis estadistico

Los datos en el texto, tablas y figuras se expresan como la media + desviacion estandar
(DE) de 10 animales. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete
estadistico para ciencias sociales v. 25.0 (SPSS Co., Chicago, IL, EE. UU.). Se utilizaron
analisis 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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4. RESULTADOS
4.1. RESULTADOS DE LAS VARIABLES ZOOMETRICAS

Enla Tabla 4.1. y Figuras 4.1. y 4.2. se muestran los valores medios (media + desviacion
estandar) correspondientes a las variables que definen el estado zoométrico de los
animales de experimentacion, es decir, peso corporal, ingesta de comida y de bebida

diaria.

Los valores mostrados proceden de los animales controles no diabéticos (RND), animales
controles diabéticos de dos meses de evolucion (RD), animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia p.o. de hidroxitirosol (HT), animales diabéticos de
dos meses de evolucion tratados con 0.5 mg/kg/dia p.o. de 3,4-dihidrofenilglicol (DHPG),
animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con 1 mg/kg/dia p.o. de 3,4-
dihidrofenilglicol (DHPG), animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con
5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG, y animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG.

Las variables zoométricas analizadas se modificaron significativamente en los animales
diabéticos no tratados. Asi, el peso corporal fue mayor que en los animales no diabéticos
y mostraron los dos signos fundamentales en la diabetes mellitus tipo 1 en humanos:
polidipsia (mayor ingesta de bebida) y polifagia (mayor ingesta de comida). El peso
corporal y la ingesta de comida no se modificaron significativamente en ninguno de los
grupos con tratamiento, mientras que la ingesta de bebida tendi6 a reducirse respecto al

grupo control diabético, pero no llegd a los valores del grupo no diabético.
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Tabla 4.1. Peso corporal, cantidad de comida y bebida diaria (media + desviacion estdndar) en los animales normoglucémicos (RND), controles
diabéticos (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 5 mg/kg/dia (HT-5), 3°,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) 0.5 o 1 mg/kg/dia (DHPG-0.5,
DHPG-1) o su asociacion. N = 10 ratas por grupo.

Variable RND RD HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT-5+DHPG-0.5 HT-5+DHPG-1
Peso corporal (g) 460+ 7.3 347+ 17.5% 358 +20.1 368 + 17.8 364+ 15.1 368 +23.8 374 +16.2
Ingesta de comida 19.5+2.0 29.5+3.5% 243+3.9 282+2.9 238+2.5 242+29 272+3.0
(g/dia)

Ingesta de bebida 39.5+5.1 110 £ 6.9% 82.7+13.4 85.0£9.1 82.5+10.5 73.7+10.3 80.7+9.6
(mL/dia)

"p < 0.05 respecto a RND
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Figura 4.1. Peso corporal al finalizar los dos meses de seguimiento

(Abreviaturas en el enunciado de la tabla 4.1.)
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Figura 4.2. Ingesta de comida y bebida

(Abreviaturas en el enunciado de la tabla 4.1.)
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4.2. RESULTADOS DE LAS VARIABLES METABOLICAS

En la Tabla 4.2. y Figuras 4.3. y 4.4. se muestran los valores medios (media + desviacion
estandar) correspondientes a las variables que definen el estado metabdlico (glucidico y
lipidico) de los animales de experimentacion, es decir, glucosa, colesterol total, colesterol

LDL, colesterol HDL vy triglicéridos, séricos.

Los valores mostrados proceden de los animales controles no diabéticos (RND), animales
controles diabéticos de dos meses de evolucion (RD), animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia p.o. de hidroxitirosol (HT), animales diabéticos de
dos meses de evolucion tratados con 0.5 mg/kg/dia p.o. de 3,4-dihidrofenilglicol (DHPG),
animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con 1 mg/kg/dia p.o. de 3,4-
dihidrofenilglicol (DHPG), animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con
5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG, y animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG.

La glucosa sanguinea se incrementd significativamente en los animales diabéticos
controles, manteniéndose elevada durante todo el periodo de seguimiento (x4.8 respecto
a los animales no diabéticos). La administracion de HT, DHPG y su asociacion no
modifico significativamente las cifras de glucosa sanguinea, respecto a los animales

controles diabéticos.

Los animales diabéticos mostraron un perfil lipidico alterado respecto a los no diabéticos,
si bien solo las cifras de triglicéridos fueron estadisticamente diferentes respecto al grupo
no diabético: incremento del colesterol total (36% superior), LDL-colesterol (44%
superior) y triglicéridos (55% superior). La administracion de HT solo produjo un
incremento significativo de los niveles séricos de HDL-colesterol (63% de incremento
respecto a los animales diabéticos controles), si bien no alcanzd significacion estadistica.
DHPG no modificé significativamente ninguna de las variables del perfil lipidico. La
asociacion HT-DHPG (0.5 mg/kg/dia) redujo significativamente los niveles de

triglicéridos respecto al grupo control diabético y a HT solo.
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Tabla 4.2. Variables séricas de glucosa y perfil lipidico (media + desviacion estdndar) en los animales normoglucémicos (RND), controles
diabéticos (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 5 mg/kg/dia (HT-5), 3°,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) 0.5 o 1 mg/kg/dia (DHPG-0.5,
DHPG-1) o su asociacion. N = 10 ratas por grupo.

Variable RND RD HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT-5+DHPG-0.5 HT-5+DHPG-1
Glucosa (mg/dL) 95,153 456 £10.0  460+9.7 384 +32.5 424 £36.7 329 +39.8 420+ 10.8
Colesterol total 57.5+7.4 78.7+4.7 68.3+£2.5 752+75 71.0£9.1 70.7 £ 6.7 72.5+4.7
(mg/dL)

Colesterol LDL 232+54 335+5.8 30.1+7.8 34.0+6.8 292+6.1 282+7.1 27.7+4.1
(mg/dL)

Colesterol HDL 18.5+2.4 18.4+4.8 28.0+8.17 25.5+5.4 275+44 245+4.1 252+2.8
(mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL) 67.5£7.7 105 +13.7% 102 £ 6.6 108 £ 6.5 109 +13.5 85.5 £ 7.8 110+ 7.4

“p < 0.05 respecto a RND; *p < 0.05 respecto a RD; ?p < 0.05 respecto a HT-5, DHPG-0.5 and DHPG-1.
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Figura 4.3. Niveles séricos de glucosa y triglicéridos

(Abreviaturas en el enunciado de la tabla 4.2.)
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Figura 4.4. Niveles séricos de colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.2.)
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4.3. RESULTADOS DE LAS VARIABLES DE ESTRES OXIDATIVO Y
NITROSATIVO

En la Tabla 4.3. y Figuras 4.5. a 4.8. se muestran los valores medios (media + desviacion
estandar) correspondientes a las variables que definen el estrés oxidativo y nitrosativo de
los animales de experimentacion, es decir: peroxidacion lipidica, oxidacion de LDL, dafio
de ADN, 8-isoprostanos, glutation reducido y glutation peroxidasa, capacidad

antioxidante total y 3-nitrotirosina.

Los valores mostrados proceden de los animales controles no diabéticos (RND), animales
controles diabéticos de dos meses de evolucion (RD), animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia p.o. de hidroxitirosol (HT), animales diabéticos de
dos meses de evolucion tratados con 0.5 mg/kg/dia p.o. de 3,4-dihidrofenilglicol (DHPG),
animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con 1 mg/kg/dia p.o. de 3,4-
dihidrofenilglicol (DHPG), animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con
5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG, y animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG.

Respecto a las variables de estrés oxidativo y nitrosativo, los animales diabéticos
mostraron un claro perfil de mayor estrés oxidativo y nitrosativo respecto a los animales
no diabéticos: mayores niveles de TBARS (x 2.2), oxLDL (76.4%), 8-OHdG (76.2%), 8-
isoprostanos urinarios (41.5%), GSHpx (x 2.6) y 3-nitrotirosina (x 3.3), y una reduccion

en los niveles de GSH (30.9% menores) y TAC (38.8% menores).

La administracion de HT mostrd un perfil antioxidante claro respecto a los animales
diabéticos controles: reduccion significativa de TBARS, oxLDL, 8-OHdG, 8 isoprostanos
y 3 nitrotirosina e incremento de TAC y GSH. DHPG mostro6 un perfil de comportamiento
similar a HT, pero cuantitativamente menor. El efecto antioxidante de DHPG se vio
incrementado en presencia de HT en la reduccion de TBARS (DHPG 1 mg/kg/dia)
oxLDL, oxLDL, 8-isoprostanes (DHPG 1 mg/kg/dia), 8-OHdG y 3-nitrotyrosine y en el

incremento de GSH.
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Tabla 4.3. Variables séricas de estrés oxidativo y nitrosativo (media + desviacion estandar) en los animales normoglucémicos (RND), controles
diabéticos (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 5 mg/kg/dia (HT-5), 3°,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) 0.5 o 1 mg/kg/dia (DHPG-0.5,
DHPG-1) o su asociacion. N = 10 ratas por grupo.

Variable RND RD HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1  HT-5+DHPG-0.5 HT-5+DHPG-1
TBARS (nmol/mL) 40+0.8 8.9+0.7% 4.7 £0.47 6.7 0.4 6.5+0.57 5.1+0.6 2.4+0459
oxLDL (ng/mL) 14.0+0.9 247159 17.3+0.59 16.7 £2.39 17.8+2.1 12.3+1.30» 12.0 + 0,6
8-OHdG (ng/mL) 15.6 0.6 27.5+1.5% 15.5+ 1.4 16.5+1.19 149+ 1.6 122+£2.109 15.4+0.709
fr;‘:}’rfgfetﬁ?za(rﬁ ‘)ng 65405 9.2 + 0.6 5.6+ 0.6 4.8+0.7 48+0.8" 42 +0.5 2.8+0.30
GHS (nmol/mL) 131+£5.4 90.4 +7.2% 114 £ 4.8 103 £3.50 111 £6.87 140 =53¢0 132 + 4.5
GSHpx (nmol/min/mL) 7.0£0.8 18.7 + 1.6 10.7 + 1.0 13.3+1.59 15.6 +0.209 15.7+0.5"9 15.6+0.9"9
TAC (U/mL) 19.8+0.7 121087  17.1+0.6"? 13.1£0.6 15.2+0.8" 16.6 0.5 17.7 + 0.4
3-nitrotirosina (pg/mL) 1.9+0.2 6.7+ 0.4% 3.5+0.309 5.4+0.08" 4.6+0.10 2.6+£0.30 1.9 +0.09"9

8-OHdG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina; GSH: glutation reducido; GSHpx: actividad glutation peroxidasa; oxLDL: LDL oxidada; TAC: capacidad antioxidante
total; TBARS: productos de reaccion con el acido tiobarbiturico.

“p < 0.05 con respecto a RND; *p < 0.05 con respecto a RD. *p < 0.05 con respecto a DHPG-0.5 °p < 0.05 con respecto a DHPG-0.5 y DHPG-1; °p< 0.05 con
respecto a DHPG-0.5, DHPG-1 y HT-5+DHPG-0.5; %p < 0.05 con respecto a DHPG tanto solo como asociado a HT; °p < 0.05 con respecto a HT y DHPG-
0.5; p < 0.05 con respecto a HT, DHPG-0.5 y DHPG-1.
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Figura 4.5. Niveles séricos de peroxidos lipidicos y LDL oxidada

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.3.)
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Figura 4.6. Niveles séricos de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina y urinarios de 8-isoprostanos

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.3.)
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Figura 4.7. Niveles séricos de glutation reducido, actividad glutation peroxidasa y capacidad antioxidante total

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.3.)
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Figura 4.8. Niveles séricos de 3-nitrotirosina

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.3.)
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4.4. RESULTADOS DE VARIABLES CARDIOVASCULARES

EnlaTabla4.4.y Figuras 4.9. a4.11. se muestran los valores medios (media + desviacion
estandar) correspondientes a las diversas variables que definen algunos aspectos de del
sistema cardiovascular de los animales de experimentacidon, es decir: capacidad
agregatoria de las plaquetas, produccion de tromboxano y prostaciclina, niveles de
activacion leucocitaria (mieloperoxidasa) y de proteina adhesiva leucocitaria y endotelial

(VCAM-1).

Los valores mostrados proceden de los animales controles no diabéticos (RND), animales
controles diabéticos de dos meses de evolucion (RD), animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia p.o. de hidroxitirosol (HT), animales diabéticos de
dos meses de evolucion tratados con 0.5 mg/kg/dia p.o. de 3,4-dihidrofenilglicol (DHPG),
animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con 1 mg/kg/dia p.o. de 3,4-
dihidrofenilglicol (DHPG), animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con
5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG, y animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG.

Respecto a las variables cardiovasculares (Tabla 4.4.), los animales diabéticos controles
mostraron alteraciones en todas ellas: incremento de la intensidad méxima de agregacion
plaquetaria (80.4%), 11-dehidro-TxB> (x2.5), mieloperoxidasa (MPOx) (x3.5) y VCAM-
1 (x2.0) y reduccion de la produccion de prostaciclina (6-keto-PGF1la) (51.4%). La
administraciéon de HT redujo las variables denominadas pro-tromboticas (agregacion
plaquetaria, tromboxano B2, MPOx y VCAM-1) y freno6 la disminucion de la produccion
de prostaciclina. La administracion de DHPG a los animales diabéticos redujo
significativamente la agregacion plaquetaria y VCAM-1 y disminuy6 la caida de
prostaciclina. La adiciéon de DHPG increment6 el efecto antiplaquetario, inhibidor de la
produccion de VCAM-1 (1 mg/kg/dia) y estimulante de la sintesis de prostaciclina
ejercido por HT.
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Table 4.4. Variables cardiovasculares (media + desviacion estandar) en los animales normoglucémicos (RND), controles diabéticos (RD) y RD
tratadas con hidroxitirosol (HT) 5 mg/kg/dia (HT-5), 3°,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) 0.5 o 1 mg/kg/dia (DHPG-0.5, DHPG-1) o su asociacion.

N = 10 ratas por grupo.

Variable RND RD HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT-5+DHPG-0.5 HT-5+DHPG-1
Imax (ohms) 12.8 £2.1 2314219 88+ 140 10.7 £ 1.30 6.9+ 1.50 3.0+ 0.7 3240709
11-dH-TxB: (ng/mg 3.9+0.9 9.7+1.1% 44+120 8918 6.8+0.9 56+13 7.8+ 1.6
creatinine urinaria)

6-keto-PGF 1, (pg/mg 140+ 14 68+1.0% 108167  11.1+£0.97 13119 166+15%°  187£28
creatinine urinaria)

MPOX (ng/mL) 0.8+ 0.08 2.5+03% 0.7+0.2" 0.8+0.1" 0.8 +0.09") 0.5+0.1" 0.4 +0.08")
VCAM-1 (ng/mL) 48+0.8 9.7 + 0.8 4.1 404" 7.9+ 0.6 6.1+0.8" 4.6+ 0.5 3.44 0.8

Imax: intensidad méxima de agregacion plaquetaria. 6-keto-PGFq: 6-keto-prostaglandin Fi4; 11-dH-TxB2: 11-dehidro-tromboxano B2. MPOx:

mieloperoxidasa. VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular tipo 1.

*p < 0.05 respecto a RD. *p < 0.05 respecto a DHPG-0.5; °p< 0.05 respecto a DHPG-0.5, DHPG-1 y HT-5+DHPG-0.5; °p < 0.05 respecto a HT, DHPG-0.5 y

DHPG-1.

60



Figura 4.9. Intensidad méxima de agregacion plaquetaria inducida con colageno

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.4.)
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Figura 4.10. Niveles urinarios de tromboxano y prostaciclina

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.4.)
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Figura 4.11. Niveles séricos de mieloperoxidasa y VCAM-1

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.4.)
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4.5. RESULTADOS DE LAS VARIABLES MORFOMETRICAS DE LA PARED
AORTICA

En la Tabla 4.5. y Figuras 4.12. y 4.13. se muestran los valores medios (media +
desviacion estdndar) correspondientes a las diversas variables morfométricas
determinadas en la pared aortica. En la Figura 4.13. se muestran algunos ejemplos

representativos de las imagenes morfologicas obtenidas en los distintos grupos de estudio.

Los valores mostrados proceden de los animales controles no diabéticos (RND), animales
controles diabéticos de dos meses de evolucion (RD), animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia p.o. de hidroxitirosol (HT), animales diabéticos de
dos meses de evolucion tratados con 0.5 mg/kg/dia p.o. de 3,4-dihidrofenilglicol (DHPG),
animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con 1 mg/kg/dia p.o. de 3,4-
dihidrofenilglicol (DHPG), animales diabéticos de dos meses de evolucion tratados con
5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG, y animales diabéticos de dos meses
de evolucion tratados con 5 mg/kg/dia de HT mas 0.5 mg/kg/dia p.o. de DHPG.

El area de la capa media de las arterias analizadas en el grupo de animales controles
diabéticos (Tabla 4.5.) fue significativamente mayor respecto a los animales controles no
diabéticos (33.3% mayor). De igual manera, las arterias de los animales diabéticos
presentaron una mayor densidad celular en la capa media que nos normoglucémicos
(31.2% mayor). Todos los tratamientos administrados a los animales diabéticos
disminuyeron significativamente ambos pardmetros morfométricos, excepto DHPG-1,

sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
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Tabla 4.5. Variables morfométricas cuantificadas en secciones de aorta abdominal (media = desviacion estandar) en los animales normoglucémicos
(RND), controles diabéticos (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 5 mg/kg/dia (HT-5), 3°,4’-dihidroxifenilglicol (DHPG) 0.5 o 1 mg/kg/dia
(DHPG-0.5, DHPG-1) o su asociacion. N = 10 ratas por grupo.

Variable RND RD HT-5 DHPG-0.5 DHPG-1 HT-5+DHPG-0.5 HT-5+DHPG-1

Grosor del corte arterial

108 £5.8 144 + 520 113 +£7.9% 120 +3.30 190 + 9.4 117 £4.20 118 +4.8%
(um)
Células musculares
lisas de la capa media 419+22 55.2+2.89 44.5+3.59 412+2.19 413+1.99 38.1+3.89 44.0+1.99

(0/10° pm?)

“p < 0.05 respecto a NDR; *p < 0.05 respecto a DR

66



Figura 4.12. Valores morfométricos en cortes de aorta abdominal

(Abreviaturas en el enunciado de la Tabla 4.5.)
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NDR DR DR + HT (5)

DR + DHPG (0.5) DR + DHPG (1). DR + HT (5) + DHPG (0.5). DR + HT (5) + DHPG (1)

Figura 4.12. Ejemplos representativos de cortes de aorta abdominal
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5. DISCUSION

Los estudios que abordan las posibles interacciones de los efectos biologicos de los
principales polifenoles del AOVE tienen dos objetivos principales (Hernaez et al., 2021;
Pedret et al., 2021): aportar las bases para mejorar los beneficios del AOVE y/o dar una

explicacion a los multiples efectos del AOVE.

En primer lugar, conocer estos posibles efectos sinérgicos establece las evidencias para
obtener aceites funcionales que mejoren el perfil saludable del AOVE. Est4 claramente
demostrado que los polifenoles del AOVE son los responsables de sus efectos
cardiovasculares, asi como que AOVEs con una mayor cantidad de polifenoles en
general, incrementan los efectos beneficiosos sobre diversos biomarcadores de
enfermedad cardiovascular (Covas et al., 2006; Estruch et al., 2018). Con estos
fundamentos, la industria alimentaria puso sus miras en la investigacion de posibles
aceites funcionalizados, es decir, aceites naturales enriquecidos con los componentes de
estos que aseguraran un mejor espectro e intensidad de accion, en este caso en cuanto a
la proteccion cardiovascular. Por eso, conocer qué polifenoles son los activos en este
tema, en qué cantidad y cdmo podrian interactuar entre ellos, es fundamental para este

objetivo.

En este sentido, no hay que olvidar que no todas las cantidades de polifenoles son las
Optimas como compuestos activos en la prevencion de enfermedades cardiovasculares.
Se conoce que, con estos polifenoles, como con la mayoria de los compuestos
antioxidantes naturales, se produce el fenomeno de la hormesis (Calabrese, 2018). Este
fendbmeno esclarece la observacion de un menor efecto antioxidante, incluso una
conversion hacia un efecto pro-oxidante, al incrementar la cantidad del compuesto,
posiblemente debido al mecanismo de captacion de radicales libres por parte del
antioxidante o a un mecanismo inducido en el tejido bioldgico a modo de defensa contra
el efecto de estos compuestos. Es por ello que en nuestro trabajo hemos elegido una ratio

de dosis DHPG/HT que estuviera en el AOVE de forma natural.

Por otro lado, estos estudios intentan explicar el efecto final del AOVE a través de una
interaccion entre sus principales compuestos polifendlicos, ya que los estudios que
analizaron estos compuestos por separado mostraron efectos bioldgicos (antioxidante,

antiinflamatorio, sobre marcadores cardiovasculares, neuroprotector, etc.) que no
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alcanzaron la intensidad significativa de los beneficios demostrados por el AOVE (De La
Cruz et al., 2021; Lopez-Villodres et al., 2016). Este segundo aspecto es el mas
directamente relacionado con nuestro estudio, a la vez que pudiera servir de base para
futuros estudios con aceites funcionalizados con la asociacion HT-DHPG, a la vista de

los resultados obtenidos.

Se han publicado diversos estudios en los que se aborda el objetivo de analizar las posibles
interacciones de los polifenoles del AOVE. Asi, en cultivos de células endoteliales, se
incubaron distintas mezclas de polifenoles obtenidos de extractos de aceitunas y se
valoraron algunos biomarcadores vasculares y de estrés oxidativo. (Herndez et al., 2021).
Se demostré que los principales polifenoles implicados en los efectos beneficiosos del

AOVE, en este medio experimental, son HT, DHPG y oleocantal (Hernaez et al., 2021).

Asimismo, en tejido cerebral sometido a un modelo de hipoxia-reoxigenacion in vitro, se
demostr6 que el DHPG aumenta significativamente el efecto neuroprotector del HT,
posiblemente debido a un efecto sinérgico a nivel de su accion antioxidante, efecto que

no se observé con otro polifenol del AOVE, el tirosol (De La Cruz et al., 2021).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el modelo experimental de
diabetes utilizado en este trabajo present6 un estado bioquimico con un evidente estrés
oxidativo y nitrosativo, asi como un aumento de los biomarcadores implicados en la
enfermedad cardiovascular en humanos, lo que justificd su uso para estudiar la asociacion
de HT y DHPG en una enfermedad que es un reconocido factor de riesgo cardiovascular.
Estos resultados reproducen los previamente obtenidos por nuestro grupo (Lopez-
Villodres et al., 2016). La eleccion de este modelo experimental de diabetes mellitus
similar al tipo 1 en humanos, se debe a que queriamos establecer un dafio vascular
directamente debido a la hiperglucemia mantenida, descartando posibles influencias de
una alteracion en el metabolismo lipidico, obesidad o alteraciones en el tejido hepatico
y/o graso a nivel del metabolismo de la glucosa, tal y como ocurre en los modelos
experimentales de diabetes mellitus similar al tipo 2 en humanos (Islam & Loots, 2019).
Por otra parte, elegimos dos meses de evolucion de la diabetes para poder analizar un
estado de “inflamacion vascular”, méas que un deterioro manifiesto y muchas veces
irreversible del sistema cardiovascular, hecho que se obtiene con evoluciones de mas de

tres meses en este modelo experimental (Gvazaya et al., 2018).
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En el grupo control diabético demostramos alteraciones en todas las variables analizadas,
referentes a biomarcadores de dafio vascular: estrés oxidativo, nitrosativo y variables
cardiovasculares, tales como agregacion plaquetaria, equilibrio tromboxano/prostaciclina
y marcadores pro-inflamatorios, como mieloperoxidasa y VCAM-1. Por lo tanto, el
modelo experimental utilizado ofrece las caracteristicas que en los pacientes diabéticos

configuran el inicio de la vasculopatia diabética.
(Como influyen los dos polifenoles del AOVE utilizados sobre estas variables?

Si aceptamos la importancia del estrés oxidativo, la disfunciéon endotelial y los
mediadores oro-inflamatorios, en el desarrollo de la vasculopatia diabética, hemos de
afirmar que ambos polifenoles modifican estos parametros en un sentido inhibitorio de

los factores dafiinos y un respeto, incluso estimulacion, de los defensivos.

Tanto hidroxitirosol (Silva et al., 2020; Vlavcheski et al., 2019), como DHPG (Aparicio-
Soto et al., 2015; Rodriguez-Gutierrez et al., 2012), han demostrado por separado efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antitrombdticos, todos ellos relacionados con

importantes mecanismos implicados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares

(Silveira-Rossi et al., 2021).

Por otra parte, se ha demostrado que el AOVE modifica estos mismos mecanismos
fisiopatologicos (Estruch et al., 2018; Hernaez et al., 2015). Habida cuenta la similitud de
efectos, a nivel cualitativo, de los polifenoles del AOVE con su administraciéon como tal
aceite, se ha adjudicado a estos compuestos la mayor responsabilidad de los efectos
cardiovasculares del AOVE. No obstante, concretamente con hidroxitirosol como
polifenol que presenta el mayor peso especifico en este efecto, no se puede adjudicar en
su totalidad esta responsabilidad (Cabrerizo et al., 2013), por lo que habria que pensar en
un posible efecto sinérgico entre algunos de los polifenoles que componen el AOVE
(Hernédez et al., 2021). Es mas, se postula que una combinacion de estos polifenoles podria
mejorar el efecto cardiovascular final del AOVE, permitiendo disefiar un nuevo AOVE

con mayor poder protector cardiovascular (Herndez et al., 2021).

En concreto, con hidroxitirosol y DHPG, esta sinergia se demostré a nivel de agregacion
plaquetaria, tanto in vitro (de Roos et al., 2011; Rubio-Senent et al., 2015) como ex vivo

(Rubio-Senent et al., 2015), asi como en su actividad antioxidante (De La Cruz et al.,
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2021; Fernandez-Prior et al., 2021), neuroprotectora (De La Cruz et al., 2021) y efectos

antiinflamatorios (Fernandez-Prior et al., 2021).
(Qué aporta el presente estudio al analisis de esta asociacion?

En este trabajo, estos efectos se combinaron en el mismo modelo experimental y esta
interaccidon positiva se demostrd en casi todos los biomarcadores de enfermedad
cardiovascular: estrés oxidativo y nitrosativo, proteinas adhesivas y biomarcadores de
enfermedad cardiovascular isquémica. Asimismo, este efecto sinérgico se demuestra con
dosis de hidroxitirosol y DHPG en las mismas proporciones que se encuentran en AOVE

de diferentes origenes (Ferndndez-Bolafios et al., 2002; Rubio-Senent et al., 2012).

En cuanto al efecto antioxidante, ambos compuestos mostraron una inhibicion de las
variables oxidativas y un aumento de antioxidantes, asi como una inhibicién en la
produccion de estrés nitrosativo. En todos los casos, fundamentalmente asociando DHPG
1 mg/kg/dia, se mejord el perfil mostrado de ambos polifenoles. Estd ampliamente
demostrado que tanto la hidroxitirosol como el DHPG tienen capacidad de capturar
radicales libres (“efecto scavenger”) (Fernandez-Prior et al., 2021), asi como de inhibir
la produccién de peroxidacion lipidica (De La Cruz et al., 2021), nuestro trabajo
demuestra que este efecto también se produjo en los niveles de glutation y estrés
nitrosativo, en una situacion experimental en la que ambos aspectos bioquimicos se
encuentran modificados. Es importante destacar que también se observd en la
concentracion sérica de LDL oxidada, molécula de importancia en la fisiopatologia de la
enfermedad vascular, ya sea en pacientes diabéticos o no (Mitra et al., 2011). La
importancia de la LDL oxidada radica en que se convierte en radical libre y sigue
oxidando a otras moléculas, ademas de dafiar oxidativamente al endotelio, siendo uno de
los factores que condicionan la disfuncion endotelial en la vasculopatia diabética

(Tousoulis et al., 2013).

En relaciéon con su poder antitrombotico, tanto aisladamente como en asociacion,
hidroxitirosol y DHPG inhibieron la actividad plaquetaria y aumentaron la produccion de
prostaciclina vascular. El efecto de hidroxitirosol sobre la agregacion plaquetaria se
demostro tanto in vitro en sangre humana (Gonzalez-Correa et al., 2009) como ex vivo

en ratas sanas y diabéticas (Gonzélez-Correa et al., 2008; Lopez-Villodres et al., 2016).
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Asimismo, DHPG mostré un efecto antiplaquetario en sangre humana que se potencié en

presencia de hidroxitirosol (de Roos et al., 2011; Rubio-Senent et al., 2015).

El presente estudio demuestra que este efecto sinérgico se produce en condiciones ex vivo
y en un modelo experimental de diabetes. El mecanismo por el cual se explica esta
interaccion se centra en la expresion de las proteinas que regulan el receptor de
fibrindgeno plaquetario (de Roos et al., 20119). Asimismo, muestra que este mayor efecto
de la asociacion hidroxitirosol-DHPG podria deberse, en parte, a una mayor produccion
de prostaciclina vascular en condiciones ex vivo, directamente relacionado con un efecto
antioxidante, ya que los radicales libres son uno de las principales causas de la

degradacion de la prostaciclina vascular (Higashi et al., 2009).

También es importante el efecto sinérgico sobre los otros biomarcadores cardiovasculares
de importancia, como MPOx y VCAM-1, en el desarrollo de la vasculopatia
aterosclerotica. Todos estos hallazgos aportan un aspecto muy importante a estos
compuestos polifendlicos en la enfermedad cardiovascular, ya que participan en varios
estadios de la enfermedad: estrés oxidativo y nitrosativo, inflamacién vascular y
mecanismos pro y antitromboticos. Posiblemente se relacionen estos efectos con su
accion antioxidante, ya que se encuentran interconectadas entre si, si bien no se descarta
algin mecanismo inhibitorio directo sobre los mecanismos de sintesis de estos factores

pro-inflamatorios (Zhang et al., 2021).

Estos efectos se demostraron para hidroxitirosol en el mismo modelo experimental de
diabetes utilizado en el presente trabajo (Lopez-Villodres et al., 2016). En este estudio
demostramos que DHPG también muestra estos efectos en condiciones ex vivo en un
modelo de diabetes mellitus, asi como el efecto sinérgico de ambos polifenoles en la

inhibicién de estos mediadores del dafio cardiovascular.

Todos los cambios producidos en las variables bioquimicas determinadas se
complementan o inducen cambios en la morfologia de la pared arterial. En los animales
diabéticos se produce un patron morfoldgico que puede ser compatible con un estado de
inflamacion vascular, es decir, un incremento en el grosor y celularidad de la capa
muscular. Ambos polifenoles reducen estas alteraciones, si bien no se aprecia un efecto
sinérgico entre ellos. En un estudio previo (Lopez-Villodres et al., 2016) se demostrd este

mismo efecto para hidroxitirosol.
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(Podria jugar algiin papel un posible efecto antidiabético de estos compuestos fendlicos?

Una posible hipotesis para explicar los efectos de estos compuestos podria ser que
mejoraran el perfil glucémico de los animales diabéticos y que, de esta forma, evitaran
los dafios que la hiperglucemia mantenida ejercen sobre la pared arterial, es decir, que

hidroxitirosol y/o DHPG tuviesen un efecto antidiabético.

Algunos estudios mostraron un efecto beneficioso de hidroxitirosol sobre la alteracion
del metabolismo de los carbohidratos, pero siempre en modelos de diabetes mellitus tipo
2. Asi, se ha demostrado que los polifenoles del AOVE incrementan la secrecion de
insulina en cultivo de células B pancreaticas (Caroleo et al., 2021); en condiciones in vitro,
inhiben las actividades enzimaticas intestinales encargadas de la absorcion de glucosa
postprandial (Fki et al., 2020; Mwakalukwa et al., 2020); también se ha demostrado que
hidroxitirosol modifica las actividades enzimaticas hepaticas que incrementan la tasa de
glucosa libre en sangre, tanto in vitro como in vivo en modelos de diabetes tipo 2
(Vlavcheski et al, 2019). No encontramos en la bibliografia consultada ningtn estudio
sobre este aspecto en la diabetes tipo 1, tan solo los trabajos realizados por nuestro grupo
de investigacion, que demuestran una ausencia de efecto hipoglucemiante en un modelo
de diabetes tipo 1 (Gonzalez-Correa et al., 2018; Lopez-Villodres et al., 2016; Reyes et
al., 2017; Rodriguez-Pérez et al., 2021).

En el presente estudio se confirma la ausencia de efectos reductores de los niveles
sanguineos de glucosa por parte de ambos compuestos fendlicos del AOVE. Por lo tanto,
no podemos adjudicar a este efecto los hallazgos encontrados en los biomarcadores

analizados, sino que debemos pensar que estos efectos son directos sobre los mismos.

Una limitacion de este estudio es que no profundiza en la relacion de los dos polifenoles
estudiados con el proceso metabdlico de la diabetes mellitus, para lo cual deberia probarse

en un modelo de diabetes tipo 2.

La novedad de este estudio ha sido el uso de un modelo de diabetes mellitus para evaluar
si esta interaccion entre ambos polifenoles se producia en la diabetes, que es uno de los

principales factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, ya sea del tipo 1 o 2. De
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hecho, este modelo de diabetes tipo 1 se usa como inductor de dafio cardiovascular, mas
que como modelo para estudiar compuestos que podrian afectar la enfermedad metabolica
en si. Como hemos comentado, es deseable un estudio que analice los efectos de
hidroxitirosol y DHPG en la evolucion de la diabetes, pero quizas eso deberia estudiarse
en un modelo experimental de diabetes tipo 2, donde los mecanismos tisulares (resistencia
a la insulina) son més importantes. En el modelo de diabetes tipo 1 utilizado, se reconoce
ampliamente que la produccion de insulina pancredtica esta abolida, y se postula como
un modelo que aumenta todos los perfiles (bioquimico y morfologico) de dafio vascular
(macro y microangiopatico), que es justo lo que pretendiamos en este estudio.
Actualmente estamos desarrollando un estudio sobre el efecto de estos polifenoles del
aceite de oliva virgen extra en un modelo de diabetes tipo 2, analizando no solo los

parametros de dafo vascular, sino también la propia enfermedad metabolica.

Otra limitacion de este estudio es la ausencia de profundizacion en los mecanismos por
los que hidroxitirosol y DHPG interactuan positivamente, produciendo un efecto

sinérgico a nivel de los biomarcadores cardiovasculares determinados.

Los resultados del presente estudio pueden constituir la base del desarrollo de nuevos
compuestos alimenticios, concretamente un AOVE enriquecido en estos polifenoles y en
estas proporciones, asi como poder anadir otros, como es el caso del oleocantal. No
obstante, son precisos nuevos estudios que ahonden en los mecanismos de interaccion
entre polifenoles, asi como estudios en los que se analice el efecto de un aceite
enriquecido frente al AOVE estandar, ya sea en modelos experimentales de diabetes y

posteriormente en seres humanos.
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6. CONCLUSIONES

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

extraido las siguientes conclusiones:

1. Ninguno de los dos polifenoles del aceite de oliva virgen extra, solos o asociados,
modificaron los niveles de glucosa en sangre en el modelo experimental de diabetes

mellitus tipo 1.

2. Hidroxitirosol y 3',4'-dihidroxifenilglicol, mostraron un efecto beneficioso sobre varios
mecanismos que participan en la génesis y evolucion de la enfermedad cardiovascular en

un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1.

3. La asociacién de ambos compuestos, en las proporciones en que se encuentran en el
aceite de oliva virgen extra, muestra un efecto sinérgico en la inhibicion del estrés
oxidativo y nitrosativo, agregacion plaquetaria, produccion vascular de prostaciclina,

niveles séricos de mieloperoxidasa y proteinas adhesivas VCAM-1.

4. Ambos compuestos fendlicos reducen las modificaciones morfologicas observadas en
la pared adrtica de los animales diabéticos, si bien no se aprecia un efecto sinérgico entre

ellos.

Todos estos hallazgos podrian ser importantes para el desarrollo de aceites funcionales

enriquecidos en estos dos polifenoles en la proporcion utilizada en este estudio.
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Asunto: Rem. Resolucion
expenimentacion.

Se adjunta resolucion de la Direccion General de la Produccion Agricola y Ganadera, por la que se
autoriza a D. José Antonio Gonzalez Correa, un proyecto de experimentacion animal denominado: “Efecto

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

JEFE DEL SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL.

Fdo: Manuel Fernandez Morente.

Tabladilla, s/n
Teléfono 95 5032000
a1071 . Sevilla
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CONSEJERIA DE AGRICULTURA, GNADERIA, PESCA Y DESARROLLO
JUNTA DE ANDALUCIA CONSELERIA
Direccion General de 1a Produccion Agricola y Ganadera

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

Examinada la solicitud de autorizacion de D. José Antonio Gonzalez Correa con D.N.l. 25051699F, para la
realizacion de un proyecto de experimentacion animal, se han apreciado los siguientes

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

Junto con la solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el informe def Comite Etico, resumen no tecnico e
informe de evaluacion del proyecto por el organo habilitado.

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

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

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

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

FUNDAMENTOS DE DERECHO

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

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

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

i) La ordenacion y fomento de la proteccion y del bienestar animal”.
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Cuarto. El articulo 19.1 del Decreto 65/2012, de 13 de marzo, por el que se regulan las condiciones de
sanidad y zootécnicas de los animales establece:

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

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

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

RESUELVO

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

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

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

Cuarto. Autorizar a D* Ana Vazquez Pérez, a participar con anterioridad a finalizar su total capacitacion en el
proyecto bajo supervision responsable, en actuaciones o procedimientos leve o Sin recuperacion por periodo
No Superior a seis meses.

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

EL DIRECTOR GENERAL.

Fdo.: Manuel Gomez Galera.
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