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Introduccion

La prevalencia de la obesidad a nivel mundial ha crecido
exponencialmente en las Ultimas décadas. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) estimé que en 2008, 1400 millones de adultos tenian
sobrepeso (IMC = 25) y dentro de este grupo, mas de 200 millones de
hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran obesos (IMC=30)
(OMS, 2012). La obesidad en Espafa esta alcanzando cada vez cifras
mas preocupantes, y en estudios comparativos con otros paises
europeos de nuestro entorno se nos sitla a la cabeza, (Berghofer
2008) con cifras de prevalencia de alrededor del 25%.

Son bien conocidas las consecuencias que el exceso de peso
produce sobre la salud publica, debido al riesgo de desarrollar
enfermedades asociadas como la diabetes, hipertension,
enfermedades cardiovasculares, alteraciones inflamatorias, aumento

del riesgo de padecer cancer, insuficiencia respiratoria y osteoartritis.

Clasicamente, la medicina tradicional ha utilizado extractos de
plantas en el tratamiento de numerosas enfermedades, desde las

enfermedades inflamatorias al cancer.

Por otra parte, numerosos estudios indican la importancia de la
ingesta de dietas ricas en productos vegetales en la prevencion de
multiples patologias, entre las cuales estan, el cancer (Garcia-Closas,
1999; Hillman, 2001; Gates, 2009), la diabetes tipo Il (Scalbert, 2005),
las enfermedades cardiovasculares (Berkow, 2007; Benavente-Garcia,
2008; Grassi, 2009), las enfermedades neurodegenerativas (Scalbert,
2005; Letenneur, 2007), enfermedades inflamatorias cronicas y alergias
(Kim, 2004; Rahman, 2006).
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Aungue hay numerosas moléculas implicadas en estos efectos
saludables, probablemente el grupo mas importante sea el de los
flavonoides (Chun, 2005). Los flavonoides presentes en las frutas y
verduras muestran propiedades beneficiosas para la salud que
incluyen: efectos antidiabéticos, antihipertensivos, cardioprotectores y
antiobesidad (Yamamoto, 2006; Vroegrijk, 2011).

El Extracto de Fresno (E. Fresno), Extracto de Granada (E.
Granada), Extracto de Spergularia (E. Spergularia) y Citrolive han
mostrado efectos beneficiosos sobre la salud en estudios previos
(Jouad, 2000; Jouad, 2003; Eddouks, 2005; Bai, 2010; Mohan, 2010;
Ibarra, 2011;).

Por todo ello, elegimos estas moléculas para estudiar el posible
efecto beneficioso que ejercen en un modelo experimental obeso y

diabético sobre la obesidad y sus comorbilidades asociadas.
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Antecedentes

FISIOLOGIA DE LA OBESIDAD.

1. DEFINICION DE OBESIDAD

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) define la obesidad
como la acumulaciébn anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud; definiendo como sobrepeso aquellos que
presentan un IMC (indice de Masa Corporal) igual o superior a 25 y
obesidad a aquellos con IMC igual o superior a 30 (OMS, 2012).

Otra definicibn de obesidad es la considerada como una
condicion patologica caracterizada por un excesivo acumulo de grasa
en el tejido adiposo, con un aumento en el volumen de los adipocitos y
en algunos casos también con el aumento del numero de los mismos, y
gue ocasiona el consiguiente incremento desproporcionado o0
exagerado del peso corporal. Aunque se suele considerar como
equivalente al aumento de peso corporal, no hay que confundir el
concepto de obesidad con el de sobrepeso que estd motivado por un

exceso de masa muscular (Harrinson, 2006).
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La funcion primordial del adipocito es la de almacenar con
eficacia el exceso de energia en forma de triglicéridos y liberarlo en
forma de depdsitos como acidos grasos libres para ser utilizados como
fuente de energia en otros 6rganos. Este sistema fisiol6gico permite al
ser humano sobrevivir a la inanicion incluso durante varios meses
(Harrinson, 2006). Sin embargo no es ésta su Unica funcion, puesto
que el tejido adiposo es un o6rgano endocrino que juega un papel
fundamental en la homeostasis energética del organismo y la

sensibilidad a la insulina (Havel, 2002).

Desde el punto de vista clinico, la obesidad es un sindrome, es
decir, un conjunto de sintomas y signos que se manifiestan

conjuntamente en un mismo individuo y cuya etiologia es variada.

La consideracion de la obesidad como factor de riesgo
cardiovascular, en el contexto del sindrome metabdlico, ha convertido a
esta patologia en uno de los principales capitulos de la medicina clinica

en los paises desarrollados (Jara, 2001).



Antecedentes

2. HISTORIA DE LA OBESIDAD

Antropol6gicamente, se puede pensar que la obesidad ha
existido siempre, prueba de ello son las primeras manifestaciones
artisticas de la Edad de Piedra como parece representar la Venus de
Willendorf, 25.000 afios a.C., asi como las alusiones a esta
enfermedad recogidas en la obra de Hipocrates, donde ya se hablaba
de restriccion en la dieta, aumento del ejercicio y disminucion en la
cantidad de horas de suefio como medidas para garantizar la salud de
los individuos. La revision de la historia de la obesidad, tiene notable
interés para poder valorar los aspectos sociales y culturales de la
obesidad a través del tiempo con el fin de dirigir los esfuerzos de la
medicina en las distintas épocas para intentar mejorarlo a través de

diversas técnicas terapéuticas.

> Prehistoria

El ser humano durante la mayor parte del tiempo de su
existencia en la Tierra ha vivido como cazador-recolector y ha debido
resistir los frecuentes periodos de carencia de alimentos. Hace unos
12.000 afios algunos grupos humanos cambiaron el habito cazador-
recolector para iniciar la produccion de alimentos. Este cambio requirio
la domesticacion de plantas y animales (Brown, 1987). Esta
transformacion econdémica, conocida como revolucion neolitica, puede
ser considerada como el suceso mas importante en la historia humana
y el lejano antecedente de las sociedades modernas que favorecen la
obesidad, ya que permitio el crecimiento de la poblacién y la evolucién
hacia sociedades sedentarias complejas y civilizadas. La unica
constatacion que tenemos de la existencia de la obesidad en tiempos
prehistdricos proviene de estatuas de la edad de piedra representando
la figura femenina con exceso de volumen en sus formas. La mas

conocida es la Venus de Willendorf, una pequefia estatua de la edad
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de piedra que tiene una antigiedad aproximada de 25.000 afios y que
esta expuesta en el museo de Historia Natural de Viena. La estatua,
con un gran abdomen y voluminosas mamas péndulas, representa

probablemente un simbolo de maternidad y fecundidad (Bray, 1990).

» Grecia: Hipocrates y Platon

Hipdcrates, la gran figura de la Medicina griega (siglo V a.C.), en
relacién a la obesidad sefiala que «la muerte subita es mas frecuente
en los obesos que en los delgados», y que la obesidad es una causa
de infertilidad en las mujeres. Aparte de los interesantes datos
aportados por la inteligente observacion de los sintomas de los
pacientes, HipOcrates desarrollo varias teorias sobre el funcionamiento
del cuerpo basadas en los elementos y humores. La salud era un
estado en el cual habia un adecuado balance entre estos humores,
mientras que en la enfermedad se producia un estado de desequilibrio
(Bray, 1990). Algunos consejos en relacion con el tratamiento de la
obesidad vienen condicionados por la teoria de los humores, como: «El
obeso con laxitud muscular y complexién roja debido a su constitucion
hameda necesita comida seca durante la mayor parte del afio». En
cambio, algunos otros consejos apuntan en el correcto sentido de la
importancia del ejercicio: «Los obesos y aquellos que desean perder
peso deberian llevar a cabo unos fuertes ejercicios antes de la comida
». El gran filosofo Platén (siglo V-IV a.C.) proclama una certera
observacion sobre la alimentacion y la obesidad al sefialar que la dieta
equilibrada es la que contiene todos los nutrientes en cantidades
moderadas y que la obesidad se asocia con la disminucion de la

esperanza de vida.

10
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» Egipto

La consideracién de que la corpulencia u obesidad era un signo
de ahorro de energia y de poder, y por tanto, un estado deseable, no
esta ausente en las culturas antiguas. Asi, en el Antiguo Testamento, el
Faradn agradecido promete a José «toda la grasa de la Tierra»;
también sefala que «el virtuoso florecer4 como el arbol de la palma...
ellos traeran abundante fruto en la edad avanzada: ellos seran gordos y
florecientes» (Salmos XCII, 13) (Jeffcoale, 1998)

> Roma: Galeno

Galeno (siglo Il a.C.), identifica dos tipos de obesidad: moderada
e inmoderada. La primera la considera como natural y la segunda como
morbida. En su libro De Sanite Tuenda, Galeno expone que: «El arte
higiénico promete mantener en buena salud a aquellos que lo
obedecen, pero no asi a aquellos que no lo hacen ». Galeno veia, por
tanto, la obesidad en relacion a un estilo de vida inadecuado. Algunos
de sus consejos van dirigidos a intentar corregir esta desviacion

mediante el ejercicio.
» Cultura cristiana
La obesidad era infrecuente en esta época y, por tanto, no se
solia relacionar con la glotoneria durante este periodo, pero esta

conexion se establecié posteriormente a medida que la disponibilidad

de alimentos aumento (Stunkard, 1998).

11
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» Edad Media: Medicina arabe

El representante mas importante de esta Medicina fue Avicenna
(siglos X-XlI), que describe las recomendaciones para tratar la
obesidad: 1) Procurar un rapido descenso de los alimentos por el
estébmago y el intestino con objeto de evitar su completa absorcion por
el mesenterio. 2) Tomar alimentos voluminosos pero poco nutritivos. 3)

Tomar un bafo, a menudo, antes de comer. 4) Ejercicio intenso.

» Edad Moderna. Siglo XV: Estigmatizacion de la glotoneriay de
la obesidad en la cultura cristiana

Como ya se ha comentado, la glotoneria era claramente
condenada en la cultura cristiana antigua, de tal modo que San Agustin
en el siglo V y Gregorio | en el siglo VII, incorporaron la gula entre los
siete pecados capitales. En Europa, al comienzo de la Edad Moderna,
a fines del siglo XV, habia mayor disponibilidad de comida y la
glotoneria ya se relacionaba claramente con la obesidad (Stunkard,
1998). La obesidad es claramente estigmatizada al identificarse la gula

con un sujeto obeso que come y bebe sin mesura.

> Siglo XVIII

En la primera mitad del siglo XVIII tuvieron gran auge y difusion
las ensefianzas del médico holandés Herman Boerhaave (1668- 1738).
Creia que la salud dependia de una adecuada interacciéon de los vasos
y los fluidos. La enfermedad, por el contrario, dependia de una
inadecuada interaccion y el tratamiento debia abrir los vasos o bien
restaurar los fluidos para recuperar un adecuado balance. Algunos de
los factores causales de enfermedad, citados por Boerhaave, pueden
ser considerados validos en el momento actual: tipo de aire respirado;

tipo y cantidad de alimento y fluidos que ingerimos; tipo de

12
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evacuaciones; cantidad de reposo Yy ejercicio; estado emocional de la
mente; y cantidad y calidad del suefio. Estos factores deberian
depender del control individual. Asi, en cuanto a la obesidad, la
glotoneria era una alteracién con una responsabilidad individual, una

atribucion moral del paciente.

Durante el siglo XVIII se publicaron al menos 34 tesis doctorales
en relacion con la obesidad, o que demuestra un gran interés por este
tema en esta época. Ademas, en 1727 se publicé la primera
monografia escrita en inglés sobre la obesidad, debida a Thomas
Short: Discourse on the causes and effects of corpulency together with
the method for its prevention and cure. Short afirma que la
«corpulencia» (término de la época para denominar la obesidad) es un
estado morbido, recuperando asi un concepto hipocratico. La obesidad
es claramente estigmatizada por Short, ya que queda en buena parte

vinculada a la pereza y a la glotoneria (Bray, 1990).

En el afilo 1760 se publica una segunda monografia sobre la
obesidad, original de Malcolm Flemyng, miembro de la escuela de
Edimburgo: A discourse on the nature, causes and cure of corpulency.
Flemyng, como Short, consideraba la obesidad severa como una
enfermedad, ya que limita las funciones del cuerpo, y acorta la vida a
través de la produccion de peligrosas alteraciones. Flemyng sefala
cuatro causas de la obesidad. La primera ligada al exceso de comida,
especialmente de tipo graso, aunque describe, con acierto, que no
todos los obesos son grandes comedores. Las otras tres causas de la
obesidad, condicionadas por teorias vigentes en la época, eran una
alteracion en la textura de la membrana celular, un anormal estado de
la sangre que facilitaria el depdsito de la grasa y una «evacuacion

defectuosax.

13
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Flemyng, en la citada monografia, da consejos terapéuticos para
combatir la «corpulencia » de acuerdo con las causas que él creia
responsables del proceso. En el primero de estos grupos de consejos
relacionados con la alimentacion, establece una serie de
recomendaciones, en general juiciosas, de modo que algunas de las
mismas siguen vigentes en la actualidad. Asi, sefiala que la dieta
deberia ser moderada en cantidad y que los individuos deberian
levantarse de la mesa sin haber saciado totalmente el apetito. También
recomienda comer pan moreno en vez de pan blanco, raices, verduras
y otros suculentos vegetales, pero con uso escaso de la mantequilla.
En relacién con la segunda y tercera causas de la obesidad (la
alteracion de la membrana celular y el anormal estado de la sangre),
Flemyng insiste en el consejo de una pobre ingesta de grasa y
recomienda el ejercicio y los bafos frios. La cuarta causa de la
obesidad era la «evacuacion defectuosa». Pese a esta absurda teoria y
a la de que el aceite debia abandonar el cuerpo a través del sudor, la
orina o0 las heces, los consejos para corregir este defecto eran
parcialmente validos, ya que, junto a otras inadecuadas

recomendaciones, aconsejaba fuertemente el ejercicio (Bray, 1990).

» Edad Contemporanea: Siglo XIX. Medicina francesa

Después de la revolucion francesa, a inicios del siglo XIX, el
principal y mas prestigioso foco de la enseflanza de la Medicina se
trasladé de Edimburgo a Paris. Durante las tres primeras décadas del
siglo, la Escuela Clinica de Paris gozé de un gran prestigio. Cuatro
claros avances caracterizan a dicha Escuela. ElI primero es la
unificacion de la cirugia y la medicina interna para constituir un unico
curriculum de educacion médica. El segundo es que el hospital se
convierte en el centro de la practica clinica y de la investigacion
médica. El tercero es la introduccion de nuevos métodos para la

exploracion médica y el diagnéstico. Y, finalmente, el cuarto e

14
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importante avance es la introduccién de la anatomia patolégica como
fuente de conocimiento en Medicina (Bray, 1990). Figuras eminentes
de esta época fueron Bichat, con su teoria tisular de la enfermedad, y
Laennec, con sus estudios sobre la auscultacién y su descubrimiento
del estetoscopio. De hecho, el examen fisico del aparato respiratorio,
tal como hoy dia lo conocemos, basado en la percusion y la
auscultacion mediante el estetoscopio, se inicia en estos afios en los
hospitales de Paris. Durante esta época el interés por la obesidad o
polisarcia (como era también denominada la acumulacion adiposa en

este periodo).

» Siglo XX

En Espafa, Gregorio Maraion (1887- 1960), el creador de la
Endocrinologia en nuestro pais, se ocupo de la obesidad, entre otros
textos, en su monografia «Gordos y flacos» (1926) (Marafién, 1936).
En esta obra, Marafion repasa los conocimientos etiopatogénicos
acerca de la obesidad de la época. Admite la multifactorialidad, aunque
da demasiada importancia al factor endocrino, influido por el prestigio
de la reciente especialidad. Entre sus agudas intuiciones clinicas hace
una casi descripcion del sindrome metabdlico (diabetes, gota,
arteriosclerosis), enfatiza la importancia para la salud de perder unos
pocos kilos (4 o 5) e insiste en el interés de la prevencion dada la gran
dificultad del tratamiento. Asi, dice: «El obeso adulto, constituido, debe
tener en cuenta que un adelgazamiento no sera obra de un plan

médico, sino de un cambio total de régimen de vidax».

15
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En Francia, en relacion al tema de la obesidad, destaca la figura
del endocrindlogo Jean Vague, quien realizé una precisa descripcion
del que muchos afios después seria mas conocido como sindrome X,
metabdlico o plurimetabdlico, vinculado a la distribucién topografica
androide o central de la grasa. La descripcion inicial se realiz6 en 1947
en la Presse Médicale en el trabajo: La differentiation sexuelle, facteur
déterminant des formes de l'obésite (Vague, 1947).

Durante la segunda mitad del siglo XX se ha hecho un
mantenido y creciente esfuerzo para mejorar los resultados
terapéuticos en la necesaria lucha para tratar la obesidad. Los consejos
alimentarios y el aumento del ejercicio siguen siendo las
recomendaciones indispensables para tratar la obesidad. La cirugia
bariatrica para tratar casos seleccionados de obesidad morbida ha
tenido un creciente auge, paralelo al aumento de prevalencia de

obesidad, en las dos décadas del siglo XX y en este inicio del siglo XXI.

Imagen 1. Venus de Willendorf. Figura de piedra de 11 cm descubierta en 1908 en
una excavacion paleolitica de Austria. Forma parte de la coleccién del
Naturhistorisches Museum de Viena.
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En el afio 1994 la revista Nature publica el articulo Positional
cloning of the mouse obese gene and its human homologue, debido al
grupo liderado por J. Friedman de la Rockefeller University (Zhang,
1994). En esta publicacion se describe el gen ob en el raton, la proteina
gue codifica, la leptina, y el gen homdlogo en el ser humano. El raton
ob/ob con el gen ob mutado y carente de leptina padece obesidad,
hiperfagia, dislipemia, hiperinsulinemia y diabetes. Esta situacion es
reversible mediante la administracion de leptina a estos animales. Las
esperanzas de que este importante descubrimiento fuera atil en el
tratamiento de la obesidad humana se desvanecieron pronto al
descubrirse que los pacientes obesos cursan con hiperleptinemia. El
descubrimiento de la leptina produjo una extraordinaria avalancha de
publicaciones, una auténtica “leptinomania”, que permitié avanzar no
solo en el conocimiento de los efectos reguladores de la leptina sobre
el apetito en el ser humano, sino también, y especialmente, en el
conocimiento de su funcion de sefial de déficit nutricional y del nivel
suficiente de reservas energéticas para poner en marcha la activacion

del eje hipotalamo- hipofiso-gonadal en la pubertad.

El descubrimiento del grupo de Friedman estimulé de forma
ingente la investigacion en biologia molecular y en genética en relacion
a la obesidad, lo que ha permitido aumentar nuestros conocimientos
sobre la genética de la obesidad, la regulacion del peso corporal y las

funciones hormonales de la célula adiposa.
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En los ultimos afios, desde el afio 1994 en que se descubrio el
gen ob y la leptina, se han producido enormes avances en nuestro
conocimiento sobre la genética de la obesidad. De unos pocos genes
vinculados a la acumulacion adiposa conocidos en 1994, se ha pasado
al conocimiento de mas de cuatrocientos genes que pueden tener
relacién con la predisposicién a la obesidad (Snyder, 2004). Este
espectacular avance ha sido producido por estudios de genes
candidatos y de escaneo gendmico en humanos y en roedores, y
también en modelos animales de obesidad espontanea y tras

manipulacion genética.

En el momento actual se han podido identificar algunos casos,
muy infrecuentes, de obesidad monogénica en el hombre y precisar las
regiones genomicas, cuyas mutaciones pueden condicionar la mayor
tendencia a la acumulacion adiposa en la obesidad poligénica coman.
Como ya se sospechaba a lo largo de la historia, el componente
genético que condiciona una mayor o menor tendencia a la obesidad
varia en los distintos individuos y, en general, es mucho mas

importante en los pacientes que padecen obesidad mérbida.

» Laepidemiadel siglo XXI

En este inicio del siglo XXI los datos relativos al incremento de la
prevalencia de la obesidad resultan preocupantes. En Espafa, igual
gue ocurre en otros paises de nuestro entorno, la prevalencia de la
obesidad aumenta en la poblacion adulta, y lo que es peor, también lo
hace en la poblacion infantil. Este hecho conlleva un incremento de las
comorbilidades asociadas, especialmente la DM tipo 2, con el
consiguiente aumento de los costos sanitarios y econdmicos. Por los
citados motivos, la OMS ha considerado a la obesidad como «una

epidemia del siglo XXl» y lidera junto a diversas instituciones vy
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sociedades cientificas una llamada internacional para luchar contra el

sobrepeso y la obesidad (Foz, 1999).

Una esperanza en estos inicios del siglo XXI es que los avances
cientificos, especialmente en genética, puedan contribuir en el futuro a
la indispensable lucha contra la obesidad. Es muy dudoso que la
terapia génica pueda aportar en un plazo razonable un progreso
significativo, entre otras razones por la excepcionalidad de las formas
monogénicas de obesidad, pero quizas el conocimiento de la alteracion
génica pueda facilitar la eleccion de las mejores estrategias relativas a
la distribucion de los componentes de la dieta y a la mayor o menor
importancia de la actividad fisica. Otra esperanza, quizas mas
previsible, es que el mejor conocimiento de los mecanismos de
regulacion del peso corporal pueda contribuir al futuro desarrollo de
medicamentos mas eficaces de los que hemos podido disponer hasta

ahora para el tratamiento de la obesidad.
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3. CLASIFICACION DE LA OBESIDAD

Existen distintas formas para establecer el grado de obesidad.
Para facilitar la realizacion de estudios epidemiol6gicos, permitiendo
la comparacion entre distintas poblaciones e identificar individuos con
riesgo de morbimortalidad, el método méas aceptado es el indice de
masa corporal (IMC). El IMC, se calcula dividiendo el peso, expresado
en kilogramos, entre la estatura elevada al cuadrado, expresada en
metros. Segun la clasificacion de la OMS se define la obesidad si el

IMC es igual o superior a 30 Kg/m2.

Clasificacion IMC (kg/m?)
Delgadez o desnutricion
caldrica <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidad grado | 30-34,9
Obesidad grado I 35-39,9
Obesidad grado lli > 40

Tabla 1: Clasificacion de la obesidad segun la OMS (2012).

En Espafia, también se utiliza la clasificacién propuesta por la
Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) en el

afio 2007, presentando minimas diferencias con la anterior.
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Clasificacion IMC (kg/m?)
Peso insuficiente <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso grado | 25-26,9
Sobrepeso grado Il 27-29,9
(preobesidad)
Obesidad de tipo | 30-34,9
Obesidad de tipo Il 35-39,9
Obesidad de tipo Il (morbida) 40-49,9
Obesidad de tipo IV (extrema) > 50

Tabla 2: Clasificacion de la obesidad segun la SEEDO 2007.

CLASIFICACION DE ACUERDO A LA DISTRIBUCION DE LA
GRASA CORPORAL

Distinguimos tres grandes tipos de obesidad atendiendo a la

distribucion del tejido adiposo:

Obesidad androide o central o abdominal (en forma de
manzana): el exceso de grasa se localiza preferentemente en la
cara, el torax y el abdomen. Se asocia a un mayor riesgo de
dislipemia, diabetes, enfermedad cardiovascular y de mortalidad
en general. Consenso SEEDO (2000). Para definir obesidad

abdominal o ginoide utilizamos el siguiente parametro:

» Cociente cintura-cadera: perimetro cintura (cm)/ perimetro
cadera (cm).Valores > 0.9 en mujer y >1 en hombre es un
indicador para padecer complicaciones vasculares y
metabdlicas (Jara, 2001). Para calcularlo Unicamente

hace falta una cinta métrica para medir el perimetro de la
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cintura (a nivel de la linea media entre el margen costal
inferior y la espina iliaca antero-superior) y de la cadera
(la mayor circunferencia a la altura de los trocanteres) y

dividir una por otra.

= Obesidad ginoide o periférica (en forma de pera): la grasa se
acumula basicamente en la cadera y en los muslos. Este tipo de
distribucién se relaciona principalmente con problemas de
retorno venoso en las extremidades inferiores (varices) y con
artrosis de rodilla (genoartrosis). Consenso SEEDO (2000). La
relacion cintura/ cadera es < 1 en el hombre y < 0,9 en la mujer.
(Jara, 2001).

= Obesidad de distribuciéon homogénea: es aquella en la que el
exceso de grasa no predomina en ningdn area anatomica

concreta (Jara, 2001).

CLASIFICACION DE ACUERDO A LA CELULARIDAD DEL TEJIDO
ADIPOSO

= Hiperplasica: Se caracteriza por al aumento del numero de
células adiposas (Harrinson, 2006).

= Hipertrofica: Aumento del volumen de los adipocitos. (Harrinson,
2006). Semiologicamente, este tipo de obesidad suele

caracterizarse por una acumulacion troncular de la grasa.
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4. EPIDEMIOLOGIA DE LA OBESIDAD

PREVALENCIA DE OBESIDAD A NIVEL MUNDIAL

La prevalencia de la obesidad a nivel mundial ha crecido
exponencialmente en las ultimas décadas como demuestran recientes
estudios que estiman un aumento medio del indice de masa corporal
(IMC) de 0,4Kg/m? por década desde 1980 (Finucane, 2011). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que en 2008, 1400
millones de adultos tenian sobrepeso (IMC = 25) y dentro de este
grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300 millones de
mujeres eran obesos (IMC=30) (OMS, 2012). Estudios recientes alertan
gue este aumento de peso se estad produciendo cada vez con mas

frecuencia en nifios (Rocchini 2002).

Este aumento en la incidencia de obesidad, suele atribuirse
principalmente a la coexistencia de una sobrealimentacion y un estilo
de vida sedentario, produciendo un balance energético positivo, en
donde la ingesta alimentaria supera al gasto producido tanto por el
metabolismo basal como por la actividad fisica provocando la aparicion
de depdsitos de grasa, que pueden provocar manifestaciones adversas
para la salud debido a la aparicion de la obesidad. En Estados Unidos,
cerca de un tercio de los adultos entre los 20 y los 74 afios son

considerados obesos (Ogden, 2006).
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PREVALENCIA DE OBESIDAD EN ESPANA

La prevalencia de obesidad en la poblacién adulta espafiola
entre 25 y 64 afos, de acuerdo a los resultados del estudio DORICA
(Aranceta, 2004), se estima en un 15,5%, con una prevalencia mas
elevada en mujeres (17,5%) que en hombres (13,2%), registrandose
una mayor proporcion de obesos en las regiones del Noroeste, Murcia,
Sur y Canarias.

El 0,79% de los hombres y el 3,1% de las mujeres entre 25 y 60
afios presentan una obesidad tipo Il (IMC 35-39) y el 0,3% de los
varones y el 0,9% de las mujeres una obesidad moérbida (IMC = 40
kg/m2. Datos del estudio DRECE (Dieta y Riesgo de Enfermedades
Cardiovasculares en Espafia) han puesto de manifiesto un incremento
del 34,5% en la prevalencia de obesidad en 14 afos, pasando de un
17,4% en 1992 a un 24% en 2006 (Rubio, 2006).

Por las connotaciones terapéuticas que conlleva la aproximacion
a la obesidad mdrbida, merece la pena resaltar la elevada prevalencia

de este segmento de obesidad en las regiones de Canarias, Sur y Este.

Para la poblacion mayor de 65 afios se estima una prevalencia
de obesidad del 35%; 30,9% en hombres y 39,8% en mujeres. Esta
prevalencia es mayor (36%) en el caso de poblacién anciana no
institucionalizada  (Gutiérrez-Fisac, 2004) que en ancianos

institucionalizados (21%) (Aranceta-Batrina, 2005).
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Los resultados del estudio Kid (Aranceta, 2004) pusieron de
manifiesto que la obesidad en la poblacion espafiola en edad infantil y
juvenil estd adquiriendo dimensiones que merecen una atencion
especial. La prevalencia de obesidad segun este estudio es mas
importante en la poblacién en edad escolar, especialmente en los afios

gue preceden al brote puberal.

Regitn Noroaste *
H: 19,07 ,-.'._*
M: 21,78 Regidn Norte = Region Moreste
H: 11,46 H‘ H: 8,53
M: 16,52 M: 13,77

" Regién Centro Regién Este
H: 8,31 H: 12,48 =
M: 15,29 M: 16,2 ‘

Regidn Sur Reglén Murcla
H: 18,61 H: 18,99
B R M: 24,89

Region Canarias

H: 14,21
M: 22,22 1 8-14 %
9 & O 15-17 %
o9 & ..’ [ 18-25 %a
-

Figura 1. Distribucion de la prevalencia de obesidad (%) por areas geograficas
y sexo. Estudio DORICA (Aranceta, 2004).
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5. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad heterogénea y compleja que
afecta cada dia a un mayor nimero de individuos, primordialmente de
los paises desarrollados. Se ha invocado como causa de su creciente
incidencia el cambio en el estilo de vida que conlleva el desarrollo
tecnoldgico, que implica una menor actividad fisica y por lo tanto un
menor gasto energético, a una dieta no balanceada por excesiva
ingesta de productos de comida rapida, ricos en grasas y pobres en
componentes nutritivos. Sin embargo, cada vez es mas evidente que
existe agregacion familiar, no s6lo por compartir los mismos habitos de
vida, sino también por compartir los mismos genes y con ello la misma

actividad metabolica (Pérusse, 1988; Simonen, 2002).

FACTORES MEDIOAMBIENTALES

Es frecuente observar familias enteras obesas y la heredabilidad
del peso corporal es similar a la propia estatura. Sin embargo, la
herencia no suele ser mendeliana y es dificil establecer donde acaba la
intervencion de los genes y donde comienza la de los factores
ambientales. En relacién con la obesidad, los hijos adoptivos suelen
parecerse mas a sus padres bioldgicos que a los adoptivos, lo que
respalda claramente la importancia de la influencia genética. Sea cual
sea la participacion genética, esta claro también que el ambiente
desempeiia un papel esencial en la obesidad, como se demuestra el
hecho de que la hambruna impide la obesidad, incluso en las personas
con mayor predisposicion a ella. Sin duda, los genes influyen en la
predisposicibn a la obesidad, cuando se conjugan con unas
condiciones inadecuadas de alimentacién que conllevan a una ingesta

caldrica mayor a la necesaria de manera prolongada.
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Hasta hace dos décadas, se entendia a la obesidad como una
enfermedad de la élite socioeconémica pero, a partir de estudios
epidemioldgicos mas recientes, se puede constatar cOmo este hecho
esta cambiando.

Un boletin publicado por la OMS en diciembre de 2004, centrado
en estudios realizados en poblaciones adultas de los paises en
desarrollo y publicados entre 1989 y 2003, presenta un panorama
distinto de la relacion entre clase social y obesidad que resume en tres

conclusiones:

v" No se puede considerar a la obesidad en el mundo como una
enfermedad de la élite social.

v' La carga de la obesidad de cada pais en desarrollo tiende a
desplazarse hacia los grupos de menor estatus socioeconémico
a medida que aumenta el Producto Nacional Bruto (PNB) de
dichos paises.

v' El desplazamiento de la obesidad hacia las mujeres de clase
social baja ocurre antes que en los hombres conforme avanza el

grado de desarrollo econémico.

Las clases muy bajas, con dificultad para conseguir alimentos,
con niveles muy altos de pobreza, con alto gasto energético derivado
de las actividades que genera esa misma pobreza, no sufren de
obesidad. Pero las personas de clase social baja o media-baja, tanto
de paises en desarrollo como de paises desarrollados, presentan los

mayores incrementos en sobrepeso y obesidad.
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SINDROMES GENETICOS ASOCIADOS A LA OBESIDAD

Se ha podido demostrar la existencia de sindromes genéticos
especificos en los roedores donde se sabe que la obesidad se debe a
mutaciones distintas transmitidas por el genoma. Mutaciones de un
solo gen producen dos tipos de acciones: hiperfagia y disminucion del
gasto energético. La identificacion del gen ob en los ratones
genéticamente obesos (ob/ob) fue un paso importante (Ingalls, 1950);
estos ratones desarrollan obesidad severa con resistencia a la insulina,
hiperfagia, infertilidad e hipotermia. El producto de este gen ob es la
leptina. Este gen ob existe en el hombre y da lugar a sindromes de
obesidad moérbida de comienzo precoz debido a mutaciones que
inactivan la leptina o generan resistencia a su accion pero, por el
momento, no queda claro que sus mutaciones 0 polimorfismos
desempeiien un papel importante en las formas habituales de

obesidad.

Otro gen importante como causa de obesidad es el db/db,
descubierto poco tiempo después de la identificacion de los ratones ob,
cuyo producto es el receptor situado en las membranas celulares para
recibir a la leptina. Aunque sus mutaciones también producen obesidad
parece que, al igual que para con el gen ob/ob, no juega un gran papel

en la obesidad habitual en humanos.

SINDROMES ESPECIFICOS VINCULADOS A LA OBESIDAD

Algunos de los sindromes que se relacionan con la obesidad son
los que siguen:
v' CENTRALES: Prader-Willi, Laurence-Moon- Bield, Ahlstrom,
Cohen, Carpenter, etc.
v SD. DE CUSHING: que reune en su definicién a la obesidad

central, hipertension e intolerancia a la glucosa.

28



Antecedentes

v HIPOTIROIDISMO: gran parte del sobrepeso de estos
enfermos se debe al mixedema que presentan.

v INSULINOMA: estos pacientes suelen engordar a
consecuencia de la sobrealimentacién que realizan para
evitar los sintomas de la hipoglucemia; el aumento del
sustrato junto con los elevados niveles de insulina estimulan
el almacenamiento de la energia en forma de grasa.

v" CRANEOFARINGIOMA y otros trastornos hipotalamicos
como tumores, inflamaciones o traumatismos tienen un papel
importante. Un ejemplo de la importancia del normo
funcionamiento del hipotdlamo es que hormonas como la
hormona de crecimiento (GH), que tiene actividad lipolitica,

disminuye en la obesidad y aumenta con el adelgazamiento.

OBESIDAD YATROGENICA

Se han descrito farmacos que por distintos motivos causan
obesidad: bien por aumentar el apetito y frenar la lipolisis, bien por
propiciar la insulinorresistencia y la hiperinsulinemia que a su vez
conlleva una mayor captacion de glucosa por el tejido graso donde se

convertira en grasa.

Son muchos los farmacos (Enriquez, 1996) capaces de poseer
estos efectos secundarios entre los cuales se encuentran: los
hipotensores (betabloqueantes y diuréticos tiazidicos, principalmente),
los antidepresivos triciclicos y neurolépticos, los glucocorticoides, los
esteroides sexuales, los antidiabéticos como la sulfonilurea y la
insulina, los antihistaminicos de tipo | como la flunarizina y cinarizina,
los antiepilépticos como el valproato, los antituberculosos como la

isoniacida y los antimigrafiosos del tipo antiserotoninérgicos.
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FACTORES NEURALES

Los mecanismos basicos que regulan la ingestién de alimentos
(sensacion de apetito/saciedad) estan localizados en el sistema
nervioso central. Diversos neurotransmisores y neuropéptidos estan
implicados en el comportamiento alimentario. Asi los tumores
hipotalamicos pueden provocar la aparicién de polifagia, hiperplasia de
los islotes de Langerhans e hiperinsulinismo. En diferentes tipos de
obesidad experimental se han descrito alteraciones del contenido de
neuropéptidos cerebrales (incrementos de noradrenalina en &reas
hipotalamicas, aumentos de triptéfano y serotonina). Se han
encontrado concentraciones elevadas de endorfinas 13, asi como que la
administracion de naloxona inhibe la ingestion de alimentos en ratones
genéticamente obesos (ob/ob). Algunos de los marcadores implicados
especificamente en el control de la ingesta son: neuropéptido Y,
leptina, POMC, CCK. El papel del neuropéptido Y es esencial en la
regulacion de la sensacion de hambre y/o saciedad, asi cuando
disminuye la sintesis hipotalamica de dicho neuropéptido, disminuye la
ingesta de alimentos, es decir se produce sensacion de saciedad.
Otros neuropéptidos controlan la regulacion de la termogénesis
(receptores adrenérgicos beta 2 y 3, proteinas desacoplantes); y otros

expresan distintas vias de sefalizacion para la adipogénesis.

Aparte de los ya mencionados, otros mecanismos fisiol6gicos
donde subyace la carga genética para el desarrollo de obesidad
pueden ser una baja tasa de metabolismo basal, la disminucion en la
oxidacion de macronutrientes y un bajo contenido en masa magra

corporal (Varo, 2002)
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6. COMPLICACIONES DE LA OBESIDAD

Se ha calculado que la obesidad es la causante, en paises como
EE.UU., de mas de 300.000 muertes anuales producidas, sobre todo,
por el aumento de la incidencia de la diabetes mellitus, de las
enfermedades cardiovasculares, de la hipertensién arterial y de
algunos tipos de cancer. Son bien conocidas las consecuencias del
exceso de peso sobre el sistema cardiovascular, respiratorio, digestivo,
osteoarticular, reproductor y endocrino-metabdlico, asi como la relacion

entre obesidad y algunos tipo de cancer. (Figura. 2)

Alteraciones cardiovasculares
Alteraciones neurolagicas » Cardiopatin Bsquemica ?Mmd::: peicosociales
+ Hipertension endocraneal benigna » Hipertension eprEsion .
* Meralgia parestésica  Fibriladidn auricular :mﬁlﬂm'ﬂ lidad de vida
» Demendn + Enfermedad cerebrovasoular el o .
« Enfermedad tromboembslica : ‘ “
# Insufidiendia cardincn congestiva
# Insuficencin venosa periférica
Alteraciones musculoesqueléticas
e T Alteraciones cutdneas
+ Lesiones articulares * Estrias
+ Deformidades dseas # Acantosis nigricans
i » Hirsutismo
pel ¥ gofa + Foliculitis
» Intertrigo
Alterac docr balicas
» Sindrome metabdlico Alteraciones genitourinarias
* Diabetes de tipo 2 + Glomemlopatia relacionada con la obesidad
» Dislipemia aterdgena » Nefrolitiasis
+ Hiperandrogenismo ovdrico » Disfuncidn menstrual
» Hipogonadismo masculing + Sindrome de ovario poliquistico
+ Infertilidad femenina y masculina
» Aumento del riesgo perinatal
* Incontinencia urinaria
Alteraciones digestivas
+ Colelitiasis
* Esteatosis hepitica
+ Esteatohepuatitis no alcohélica R )
« Cirrosis » Mujer: vesicula, mama ye;ndnmno
+ Reflujo gastroesofdgico + Hombre: colon, recto y prostata
+ Hernia de hiato » Sindrome obesidad-hipoventilacién
+ Hernias de pared abdominal + Sindrome de apnea obstructiva del suefio
+ Asma bronguial

Figura 2: Comorbilidades asociadas a la obesidad.

Como norma general conviene tener en cuenta que las mayores
complicaciones corresponderan a los mayores sobrepesos (obesidad
morbida y superobesidad) y que también influye la edad, la duracién
del exceso ponderal y la distribucion de la grasa adicional, puesto que
la obesidad androide/visceral/abdominal se acompafia del llamado
sindrome de resistencia a la insulina, que cursa con hipertension

arterial, dislipemia, intolerancia hidrocarbonada vy alteraciones
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cardiovasculares que en su conjunto aportaran una mayor morbi-
mortalidad. A continuacion se desarrollan algunos de los principales
problemas de salud consecuencia de la obesidad:

ALTERACIONES ENDOCRINAS Y METABOLICAS

- SINDROME METABOLICO

El concepto de sindrome metabdlico ha evolucionado mucho
desde su introduccion en la década de los afos 1920 hasta la
actualidad. Aunque los distintos organismos y grupos de expertos
cientifico-médicos no coinciden exactamente en su definicion ni en sus
componentes, atendiendo a criterios clinicos y epidemiolégicos, la
mayoria conviene en considerarlo como un desorden metabdlico que
agrupa toda una serie de alteraciones metabdlicas y funcionales
estrechamente relacionadas entre si, incluyendo como principales:
obesidad de distribucion central, resistencia a la insulina,
hiperglucemia, dislipidemia aterogénica, con elevacion de triglicéridos y

disminucién de colesterol-HDL e hipertension.

Desde que fue descrito por primera vez por Kylin en los afios
1920 como la agrupacion de hipertension, hiperglucemia y gota, el
concepto de sindrome metabdlico ha evolucionado, incluyendo la
obesidad con acumulacién excesiva de tejido adiposo en la parte
superior del cuerpo como la anomalia metabdlica mas frecuente
relacionada con la diabetes de tipo 2 y la enfermedad cardiovascular
(Zimmet, 2001). Posteriormente, se han acufiado otras denominaciones
para este sindrome, como sindrome X (Reaven, 1988), sindrome de
resistencia a la insulina (De Fronzo, 1991), o “cuarteto de la muerte”
(Kapplan, 1989), si bien estos conceptos no han sido coincidentes en

cuanto a las anomalias metabdlicas que englobaban.
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Aunque el término de sindrome metabolico se ha ido afianzando
y ha sido finalmente aceptado por la comunidad cientifica como el mas
utilizado pese a la existencia de controversias, hasta 1998 no se
produjo una iniciativa clara para desarrollar una definiciébn reconocida
internacionalmente de este sindrome y de sus manifestaciones clinicas
y epidemioldgicas. En este sentido, distintos grupos de expertos han
propuesto definiciones, siendo las mas aceptadas las desarrolladas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el European Group for the
Study of Insulin Resistence (EGIR) y el National Cholesterol Education
Program-Third Adult Treatment Panel (Tabla. 3).

Todas ellas coinciden en sefialar como sus componentes
esenciales obesidad, definida como un indice de masa corporal

(IMC=30), resistencia a la insulina, dislipidemia e hipertension.

OMS 1999 EGIR 1999 NCEP 2001
Diabetes 0 ITG o Rl Rl o hiperinsulinemia Tres de los siguientes
(en no DM)

Mas dos de los siguientes ~ Mas dos de los siguientes
Alteracion del GBA > 110 mg/dl GBA > 110 mg/dl
metabolismo
de la glucosa
Dislipemia TG > 150 mg/dl TG > 175 mg/dl TG > 150 mg/dl

y/o y/o y/o

HDL HDL HDL

® < 35 mg/dl (hombres) ®<38,7 mg/dl * <40 mg/dl (hombres)

* < 38,7 mg/dl (mujeres) o dislipemia tratada * <50 mg/dl (mujeres)
PAelevada  PA>140/90 mmHg PA>140/90 mmHg PA > 130/85 mmHg

y/o necesidad y/o nectemd‘a}d y/o necesidad

de medicacion de medicacion de medicacién
Obesidad IMC > 30 Obesidad central Obesidad central

ylo Perimetro cintura Perimetro de cintura

¢ |CC > 0,9 (hombres) *>94cm (hor_nbres) > 102 cm (hombres)

* |CC > 0,85 (mujeres) * >80 cm (mujeres) * > 88 cm (muijeres)
Otros Microalbuminuria

ITG: intolerancia a la glucosa; RI: resistencia a insulina; GBA: glucemia basal alterada; TG: triglicéridos;
PA: presién arterial; ICC: [ndice cintura cadera.

Tabla 3. Criterios definitorios del sindrome metabdlico segin 3 organizaciones
(Artola, 2009).
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- DIABETES MELLITUS

La obesidad es el factor etioldgico mas directamente relacionado
con la aparicién de la diabetes mellitus tipo 2. De forma global, el 90%
de los diabéticos son diabéticos tipo 2 y de esos, el 90% presenta o
sobrepeso u obesidad (OMS, 2012). Pequeiios aumentos del IMC y del
tamafo de los adipocitos se asocian con un incremento significativo del
riesgo de desarrollar diabetes mellitus. Se ha calculado que, en
poblacion de 20 a 45 afios, el riesgo se incrementa casi en 4 veces a
partir de un IMC mayor de 27,8 para los varones y de 27,3 para las
mujeres (Forga, 2002). Inversamente, la pérdida de peso aumenta la
sensibilidad a la insulina en los diabéticos (Girousse, 2013). Parece
gue el mecanismo clave que relaciona la obesidad con la diabetes
mellitus tipo 2 es la insulinorresistencia; otro hecho importante, es el
tiempo de evolucion de la obesidad que es un factor de riesgo
independiente y ademas constituye el factor modificable mas
importante para la diabetes. La mayoria de los pacientes con DM2 son
obesos y la epidemia de obesidad en todo el mundo explica el
progresivo aumento de la incidencia y prevalencia de DM2, incluso en
nifios y adolescentes, (Tirosh, 2011) y la prevision es que este ascenso

continte de forma exponencial en los proximos afos.

Se han propuesto tres mecanismos que relacionan la obesidad

con resistencia a la insulina y el desarrollo de diabetes:

» Aumento de produccion de adipocinas y citocinas.

» Depositos de grasa ectopica, especialmente en el higado.

» Disfuncion mitocondrial, evidente por el descenso de la
cantidad/funcién mitocondrial, lo que puede contribuir, por un
lado, a disminuir la sensibilidad a la insulina y, por otro, a afectar

a la funcién de la célula beta.
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Por otra parte, la relacion entre obesidad e hiperinsulinemia esta
descrita desde hace unos 50 afos. Se sabe que en individuos obesos
normoglucémicos existe un mecanismo de compensacion, bien
aumentando la funcion o la masa de células beta. La pérdida de este
efecto compensatorio, que puede estar condicionado por factores
genéticos o epigenéticos, lleva a una intolerancia a la glucosa y a una

posterior DM2.

- DISLIPEMIAS

La obesidad se vincula con un perfil lipidico ater6geno (Forga,
2002). Las anomalias lipidicas mas prevalentes en la obesidad son:
Aumento del colesterol total, de los triglicéridos, de las particulas VLDL
(lipoproteinas de muy baja densidad), del colesterol LDL (lipoproteinas
de baja densidad) y descenso del colesterol HDL (lipoproteinas de alta
densidad).

La regulacion de los niveles de colesterol en plasma incluye
factores de regulacion a nivel intra y extracelular. Las dos principales
enzimas que intervienen en su regulacién son: HMG-CoA reductasa (3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA) y ACAT (acyl CoA:cholesterol O-
acyltransferase). Los inhibidores de HMG-CoA son muy efectivos para
reducir los niveles de colesterol en plasma en humanos (Amin, 1993).
ACAT mediante la catalizacion por esterificacion celular del colesterol
interviene en la absorcion, secrecion y acumulacion del colesterol en la
pared vascular (Helgerud, 1981; Suckling, 1985).

Se cree que la clave de todas estas alteraciones esté en el
aumento de la produccién de las VLDL el cual esta, a su vez,
estrechamente relacionada con la insulinemia y el porcentaje de grasa
corporal, en especial la grasa visceral. En la obesidad existe un

excedente de acidos grasos libres que no puede ser metabolizado por
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el tejido graso en su totalidad y pasa al higado. La produccion de estas
VLDL se ve aumentada debido a esta mayor afluencia de &acidos

grasos libres, lo que terminara condicionando un aumento de las LDL.

- ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La asociacidn entre obesidad y diferentes formas de enfermedad
cardiovascular es compleja, probablemente debido a los diferentes
mecanismos fisiopatoldégicos que involucran gran cantidad de factores

e interactian de una manera enmarafada (figura. 3).

La obesidad puede causar aterosclerosis coronaria a través de
mecanismos bien descritos y aceptados, tales como dislipemia,
hipertension y diabetes mellitus tipo 2 (Narkiewicz, 2005; Poirier, 2006).
Sin embargo, se ha demostrado que la asociacion entre obesidad y
enfermedad cardiovascular (Romero-Corral, 2006) podria incluir
muchos otros factores, como inflamacion subclinica, activacion
neurohormonal con aumento del tono simpatico (Sierra-Johnson, 2008)
altas concentraciones de leptina e insulina (Romero- Corral, 2008),
AOS (apnea obstructiva del suefio) e intercambio aumentado de acidos
grasos libres, y también debido al depoésito de grasa en areas
especificas del cuerpo con funcién directa en la patogenia de la
aterosclerosis coronaria, como la grasa subepicardica (Chaowalit,
2008).

El riesgo cardiovascular puede ser mas alto cuando se tienen
antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular prematura y en
sujetos con colesterol HDL bajo, triglicéridos elevados, intolerancia a la
glucosa y elevaciones de la proteina C-reactiva, del fibrindbgeno y de la

homocisteina.
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La homocisteina es un aminoacido de gran importancia en el
metabolismo celular el cual se ha considerado como factor aterogénico
en diversas patologias tales como las enfermedades cardiovasculares
y cerebrovasculares, por lo que se considera un importante factor
predictivo para evaluar enfermedad cardiovascular. El rango de
referencia se estima entre 5-15umol/L, valores por encima estan

asociados con trastornos cardiovasculares.

--4

I J [Hlpertunsan/ .

Insuficiencia
cardiaca

Factoras
trombogénicos Apnea

obstructiva
del suefio

Figura 3. Fisiopatologia de la obesidad y la enfermedad cardiovascular (Lépez-
Jiménez, 2011).

La obesidad es la primera causa de hipertension arterial
adquirida. Existe asociacion entre el aumento del peso corporal y los
niveles de presion arterial (Wilson, 2002; Meigs, 2003). En el estudio
NHANES llI, el 36% de los individuos con sobrepeso y mas del 60% de
los que presentaban un IMC> 35 fueron diagnosticados de HTA. Son
muchos los mecanismos que parecen estar implicados, alguno de los
cuales, explica esta asociacién por el aumento de la concentracion de

la insulina que suele acompafiar a la obesidad. Esta situacién de
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hiperinsulinemia tiene como consecuencias a nivel renal un aumento, a
su vez, de la reabsorcion tubular de sodio, o que conlleva un aumento
de la resistencia vascular periférica para compensar el aumento del

flujo sanguineo.

La hiperleptinemia y el aumento de &cidos grasos libres,
asociados en ambos casos a la obesidad, parecen contribuir también,
induciendo la activaciéon del sistema nervioso simpéatico y la
vasoconstriccion periférica. A su vez, esta activacion del simpatico
podria generar mas retencion de sodio a nivel renal, empeorando esta
situacion (Antic, 2003).

En la hipertension sin obesidad, el corazon sufre una hipertrofia
concéntrica con engrosamiento de las paredes ventriculares. En
presencia de obesidad, se produce una dilatacion excéntrica con
aumento de la precarga y del trabajo necesario para la contraccion. La
combinacion de obesidad e hipertension conduce a un engrosamiento
de la pared ventricular con un mayor volumen cardiaco y asi a una

mayor posibilidad de fallo cardiaco (He, 2001).

Sistema
- f [nsullm nervioso centrﬂl

T Caldio ifntmcelulnr '\
T Sodio i;tmcelulnr / SRAA /

Retencién -4
de

sodio \ f
- Tono vascular
tN S
Péptido Alteracién de \
Peptidos

natriurético auricular  la médula renal

lepting, endotelina

Figura 4: Mecanismos etiopatogénicos de la hipertensién en los pacientes con
obesidad. SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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En la obesidad se produce en ambos sexos un aumento de la
mortalidad por cardiopatia. Las personas con obesidad tienen el doble
de riesgo de sufrir insuficiencia cardiaca que los sujetos con un IMC
normal (Krum, 2009). Los pacientes con grados avanzados de
obesidad que sufren insuficiencia cardiaca sin una causa identificable
de disfuncion del ventriculo izquierdo son diagnosticados de
cardiomiopatia por obesidad (Wong, 2004).

- ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES: ESTEATOSIS
HEPATICA

La presencia de obesidad hace que la grasa se acumule en el
citoplasma de los hepatocitos formando vesiculas de triglicéridos y en
ocasiones se acompafa de infiltrado inflamatorio lobular y portal,
necrosis y abalonamiento hepatocitario con eventuales cuerpos de
Mallory y fibrosis progresiva hasta llegar al estadio de cirrosis y

hepatocarcinoma.

Los hepatocitos son activamente involucrados en el metabolismo
de la glucosa y los lipidos (incluyendo colesterol y lipoproteinas),
sintesis de proteinas plasmaticas y la produccion de proteinas
inflamatorias tales como la proteina C reactiva (PCR); por tanto es facil
suponer que una alteracion del metabolismo hepatico tenga
consecuencias graves en el resto del organismo. La obesidad esta
asociada con esteatosis, una acumulacion patolégica de lipidos dentro
de los hepatocitos. La enfermedad del higado graso no asociada al
consumo de alcohol (NAFLD) es la forma mas comun de enfermedad
hepatica cronica. Esta entidad se caracteriza por el depdsito de grasa
en el parénquima hepatico, que aborda un gran espectro de patologias
hepaticas que podriamos resumir segun la Asociacion Estadounidense

de Gastroenterologia (AGA) en:
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- Esteatosis simple sin datos de inflamacion, conocida como
higado graso.

- Deposito de grasa acompafiada de inflamacién, conocido
como esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA).

- Fibrosis hepética.

En un estado tardio de la enfermedad esta puede progresar a
inflamacion hepatica convirtiéndose en esteatohepatitis (NASH) y

culminar con fibrosis o cirrosis.

La obesidad es, sin duda, el principal factor asociado a este
depdsito de grasa a nivel hepatico, siendo seis veces mas frecuente la

EHNA en pacientes obesos que en pacientes no obesos.

En la obesidad, citocinas inflamatorias (IL-18, TNFa y IL-6) y
adiponectinas liberadas del tejido adiposo visceral llegan al higado a
través de la vena portal y pueden directamente interferir con las
funciones hepaticas. En un estado inflamatorio, TNFa puede inducir
apoptosis del hepatocito y la activacion de la respuesta fibrogénica,
mientras IL-6 esta implicada en la induccidén de la respuesta de fase
aguda por aumento de la PCR. A diferencia de las citocinas, la
adiponectina tiene efectos protectores en el higado. Administracion de
adiponectina mejora la esteatosis, probablemente por inhibicion de la

via de sefializacion del TNF-a (Pagano, 2005).
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7. TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO ENDOCRINO

Tradicionalmente, los adipocitos se han considerado depdsitos
de energia que almacenaban los triglicéridos durante la alimentacion y
liberaban &cidos grasos durante el ayuno, para proporcionar energia a
los tejidos. La clonacion y descripcion del gen de la leptina (Zhang,
1994) supuso el mayor impulso en el estudio del tejido adiposo como
parte activa y reguladora del metabolismo. Sin embargo durante la
ultima década se han identificado diferentes proteinas secretadas por
los adipocitos, que se conocen con el nombre de adipoquinas y que
actian sobre otros tejidos, como el musculo, el pancreas, el higado y el
sistema nervioso central (Figura 5). Estos factores secretados por el
tejido adiposo tienen un papel central en el control de la homeostasis
ya que intervienen en la regulacién de procesos fisiologicos tales como
la ingesta de alimento, el balance energético, la accion de la insulina, el
metabolismo lipidico y glucidico, la angiogénesis, el remodelado
vascular, la presion sanguinea y la coagulaciéon. La funcion del tejido
adiposo como un oOrgano endocrino tiene importantes implicaciones
para comprender las relaciones fisiopatologicas entre el exceso de
grasa corporal y los estados patolégicos como la resistencia a la
insulina y la diabetes tipo 2 (Kahn, 2000; Wajchenberg, 2000).
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EFECTOS BENEFICIOSOS EFECTOS DELETEREOS
Hipertension

Alteracion
Fibrinolisis

- Angiotensinégeno
- PAI1

Sensibilidad a insulina £ & TNFa
‘:' 4 IL-6 Resistencia
S ibilida d — o ASP ainsulina
e ADIPONECTINA RESISTINA
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ainsulina

w Antiaterogénica
Sensibilidad
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Figura 5. Factores secretados por el tejido adiposo implicados en la homeostasis
energética, sensibilidad a insulina y la homeostasis vascular.

En individuos obesos hay una produccion excesiva de ASP
(proteina estimuladora de la acilacion), TNFa (factor alfa de necrosis
tumoral), IL-6 (interleuquina-6) vy resistina, los cuales disminuyen la
accion de la insulina en higado y muasculo esquelético. A nivel vascular,
el angiotensinégeno y PAI-1 (inhibidor 1 del activador del
plasmindégeno) favorecen la hipertension. En cambio, la adiponectina
protege de la formacion de ateromas. La leptina, sensibiliza a la
insulina y regula el balance energético disminuyendo la ingesta. En
individuos obesos, la leptina esta incrementada pero presentan
resistencia a esta hormona. La adiponectina estimula la sensibilidad a

insulina a nivel periférico y esta disminuida en la obesidad.
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La lista de adipoquinas descritas ha ido creciendo en los ultimos
afos. Algunas de las adipoquinas, tales como el angiotensinégeno y el
PAI-1 estan implicadas en la homedstasis vascular. Otras adipoquinas
como la adipsina, la ASP, el TNF-a, la IL-6 y la resistina estan
asociados con la aparicion y mantenimiento de la resistencia a insulina.
Por el contrario, adipoquinas como la leptina y la adiponectina estan
asociadas a una mayor sensibilidad a insulina. Recientemente ha sido
descrita la visfatina, una hormona secretada en el tejido adiposo que es
capaz de unirse al receptor de la insulina y estimular la sefializacion de
esta via (Fukuhara, 2005; Hug, 2005).

Posteriormente se describen algunas de las adipoquinas

especificas del tejido adiposo mas relevantes en el papel de la

obesidad:

| Moléculas Leptina, Adiponectina, Sistema.

| reguladoras Resistina YEcLe

| de Ia PAI-1,
homeostasis ook

- energeética

| Moleculas | Metabolismo
reguladoras del lipoproteinas:
| sistema inmune ‘ Adipocito LPL CETP

| innato: TNF-q, IL-6 :

Figura. 6: Principales adipoquinas en el papel de la obesidad. TNF-a (Factor a de
necrosis tumoral), IL-6 (Inteleuquina 6), PAI-1 (inhibidor 1 del activador del
plasminégeno), AGE (acidos grasos esenciales), LPL (lipoproteina lipasa), CETP
(proteina transportadora de ésteres de colesterol).
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+ ADIPONECTINA

La adiponectina fue clonada y descrita durante los afios 1995 y
1996 por cuatro grupos independientes utilizando técnicas diferentes,
por ello, es conocida con distintos nombres segin su origen sea
humano, apM1 (Maeda, 1996) y GPB28 (Nakano,1996), o de raton,
Acrp30 y adipoQ (Hu,1996). El locus del gen de la adiponectina
humana (apM1) se localiza en el cromosoma 3qg27. La apM1 consta de
2 intrones y 3 exones que codifican para una proteina de 244
aminoacidos (247 aminoacidos en ratén) que consiste en 4 dominios:
un péptido sefial de 20 aminoacidos, una regién N-terminal variable sin
homologia conocida, una region colagena y un dominio globular C
terminal (Beltowski, 2003; Chandran, 2003).

De los factores producidos por el tejido adiposo implicados en el
control de la homeostasis energética, la adiponectina es el Gnico que
es exclusivamente sintetizado y secretado por dicho tejido (Hu, 1996;
Maeda, 1996). Se trata de una hormona de 30 kDa, la cual se le ha
atribuido el rol de antidiabético, antiinflamatorio y antiaterogénico. La
adiponectina circula en plasma en concentraciones entre 5y 30 pg/ml y
representa el 0,01% del total de las proteinas plasmaticas (Beltowski,
2003; Phillips, 2003). Su concentracion en el plasma depende del
sexo, ya que es menor en los varones que en las mujeres, y también
de la edad o la etnia (Hanley, 2003; Snehalatha; 2003;). En la Figura 7
se puede ver los factores que afectan a la concentracion de

adiponectina plasmatica.
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Figura. 7. Factores o estados patolégicos que afectan a los niveles
adiponectina. Resumen de las diferentes condiciones o enfermedades que estan
asociadas a niveles altos (flecha verde) o niveles bajos (flecha roja) de adiponectina.
Esquema adaptado de (Trujillo, 2005).

Recientemente se ha realizado un estudio en una poblacién de
adolescentes obesos, con sobrepeso y de peso normal y se vio una
asociacion inversa significativa entre la proporcion de adiponectina,
cintura-cadera total, IMC, triglicéridos y la presion arterial sistolica y
una asociacion positiva significativa con la lipoproteina de alta densidad
(HDL) (McCourt, 2013).

La adiponectina ejerce sus acciones en el organismo mediante
la interaccion con sus receptores especificos. Se han identificado dos
receptores para esta molécula: adipoR1 y adipoR2, con una amplia
distribucion en el organismo. El adipoR1 presenta una mayor afinidad
por la fraccion globular de la adiponectina. El adipoR2 se expresa
fundamentalmente en el higado, y manifiesta una mayor afinidad por la
forma de estructura completa (Kadowaki, 2005). También se ha
demostrado la expresion de ambos receptores en células B
pancreaticas, con valores de expresion parecidos o superiores a los
descritos en el higado o el musculo esquelético, respectivamente
(Yamauchi, 2003a). Los efectos fisiologicos que se obtienen de la union
de esta adipocitoquina a sus receptores son, por un lado, favorecer la
sensibilidad a la insulina, mediante el aumento de la captacion de

glucosa y de la oxidacion de AGL, y mediante la reduccién de la
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gluconeogénesis, y por otro lado, ejercer un efecto antiinflamatorio que
mantiene un equilibrio con otras citoquinas segregadas por el tejido
adiposo. En la Figura 8 muestra el mecanismo de accion de la

adiponectina:

TCaptacian l:]”'L:II'J-cilzzll::lt:i-:':nn\ 1Glvconeo- [_]_ |nf|qmgcié|n]
gluvcosa L AL genesis

Figura 8. Efectos de la adiponectina mediados por sus receptores. APPL1, proteina
adaptadora que contiene un dominio de homologia pleckstrin, un dominio de unién a
fosfotirosina (PTB) y un motivo zipper de leucina; MAPK, protein kinasa activada por
mitégeno; NF-kB, factor nuclear kB; PDK, protein kinasa dependiente de
fosfoinositido; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinasa; PIP2, fostatidil-inositol bifosfato; PIP3,
fosatidil-inositol trifosfato; PKA, protein kinasa A o protein kinasa dependiente de
AMPc.

Existen numerosas evidencias que sugieren gue sSon necesarios
ciertos niveles de adiponectina para mantener la homeostasis
energética y prevenir enfermedades metabdlicas. Se ha demostrado
gue bajos niveles de adiponectina se asocian de forma independiente
con el sindrome metabalico, siendo dicha asociacion incluso mas fuerte
gue la que presentan otros marcadores inflamatorios (Matsushita
2006). También se ha observado que la administracion exdgena de
adiponectina a individuos obesos aumenta la sensibilidad a la insulina,
efecto asociado a una disminucion de los niveles plasmaticos de AGL y
triglicéridos (Fruebis, 2000; Hotta, 2001). Esta disminucién del nivel de
AGL es consecuencia de la activacion de la AMPK en musculo
esquelético por la adiponectina globular y en el higado por la molécula

completa (Yamauchi 2002). Este grupo de investigacion realizo
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distintos estudios con el fin de identificar las vias por las que la
adiponectina ejerce sus efectos beneficiosos en estos desodrdenes
metabdlicos, llegando a la conclusion de que esta adipocitoquina es
capaz de activar la fosforilacion de la AMPK, inhibiendo con ello la
actividad de la ACC2 (Acetil Co-A carboxilasa) y por lo tanto
aumentando la oxidacion de AGL, con el consiguiente descenso de los
niveles de éstos en plasma. También demostraron que siguiendo la
misma ruta, la adiponectina aumenta la captacion de glucosa, ya que
es capaz de reducir la fosforilacién de los restos de serina del IRS-1
provocada por los elevados niveles de mediadores inflamatorios
mediante la activacion de la kinasa encargada de fosforilar/activar a la
AMPK, LKB1. Como consecuencia de esta activacion se producen
ademas el incremento de la produccién de lactato y la reduccion de la
expresion de moléculas implicadas en la gluconeogénesis en el higado
(Combs, 2001). Ademas de las acciones metabdlicas mediadas por la
AMPK, la adiponectina posee un potente efecto antiinflamatorio y
antiaterogénico que la convierten en uno de los mejores aliados del
organismo para combatir los desequilibrios metabdlicos propios del
sindrome metabdlico (Okamoto, 2002; Yamauchi, 2003b).

a) Adiponectinay Obesidad

Una de las caracteristicas mas importantes de la adiponectina es
gue, a diferencia de otras adipocitocinas, su expresion en el tejido
adiposo y su concentracion plasmatica se reducen en individuos con
sobrepeso y obesidad (Arita, 1999; Beltowski, 2003; Ouchi, 2003).

Esto también se ha observado en diferentes modelos de
obesidad animal, como por ejemplo en ratones deficientes en leptina
(ob/ob), ratones resistentes a leptina (db/db), ratones alimentados con
dietas ricas en grasas (Beltowski, 2003) y monos que desarrollan
espontaneamente obesidad y con frecuencia resistencia a la insulina y

diabetes tipo 2 (Hotta, 2001). El mecanismo por el que la secrecion de
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adiponectina esta reducida en los individuos obesos es desconocido.
Dado que la adiponectina se estimula por la insulina y se inhibe por el
TNF-q, la resistencia a la insulina y el incremento en la expresion de
TNF-a podrian contribuir a este efecto. Por el contrario, la reduccién del
peso corporal mediante dietas hipocaloricas o el tratamiento quirdrgico
de la obesidad mdérbida provocan una elevacion de la adiponectina en
el plasma (Beltowski, 2003; Ouchi, 2003).

La pérdida de peso corporal en ratones obesos también supone
un incremento de la expresioén de adiponectina, aunque éste sélo se
produce en la adiposidad visceral, no en la subcutédnea (Ouchi, 2003).
La concentracion de adiponectina en el plasma, ademas de
correlacionarse negativamente con el indice de masa corporal y el
porcentaje de grasa corporal (Ouchi, 2003; Tesauro, 2012; McCourt,
2013) lo hace también negativamente con la concentracion de
triglicéridos (Comuzzie, 2001; McCourt, 2013) y apolipoproteina B
(Havel, 2004) en el plasma, mientras que es proporcional al colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) (Hotta, 2000; Beltowski,
2003; McCourt, 2013).

Asimismo, se ha demostrado que la adiponectina reduce los
valores plasmaticos de acidos grasos libres y triglicéridos en modelos
animales de obesidad e hiperlipemia (Beltowski, 2003). Este efecto se
produce por un aumento en el catabolismo lipidico derivado de una
estimulacion de la expresion de enzimas implicadas en el transporte y
el metabolismo de los acidos grasos en el musculo esquelético y el
higado, como por ejemplo la acil-CoA oxidasa y la 5-AMP cinasa
(AMPK) (Yamauchi , 2001).

Los estudios realizados con ratones Agouti Yellow Ay/a han

demostrado que la administracion de adiponectina no modifica la

ingestidén de alimentos en estos animales (Masaki, 2003). Puesto que la
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regulacion de la ingesta requiere la intervencion del sistema nervioso
central, Masaki y colaboradores sugirieron que la adiponectina no
podria traspasar la barrera hematoencefalica debido a su elevado peso
molecular y, por tanto, no podia ejercer ninguna accion sobre la ingesta
(Masaki , 2003). No obstante, Qi y colaboradores han demostrado que
la adiponectina si traspasa la barrera hematoencefalica y actda en el
cerebro para reducir el peso corporal (Qi, 2004). Esta discrepancia se
podria explicar porque la fuente de adiponectina recombinante fue
diferente en los 2 estudios: en el primer caso fue expresada en
bacterias (Masaki , 2003), mientras que en el segundo lo fue en células
de mamiferos (Qi, 2004).

Estudios en primates sugieren que la adiponectina circulante
disminuye con la ganancia de peso a medida que el animal se va
haciendo obeso (Hotta, 2001). Esta situacion es reversible, ya que la
pérdida significativa de peso produce un incremento en la expresion de
adiponectina, tal y como se ha observado en pacientes humanos tras
someterse a cirugia bariatrica (Yang, 2001; Faraj, 2003; Pender, 2004).
Ademas, esta recuperacion de la concentracion de adiponectina
circulante va acompafiada de una mejora en la sensibilidad a la insulina
(Yang, 2001). De la misma manera, los niveles de adiponectina
circulante, asi como la sensibilidad a la insulina, pueden incrementar en
personas obesas que se someten a un control estricto de la dieta
(Bruun, 2003; Lihn, 2004).

En un estudio en ratones normales y obesos C57/BL6 se
comparé el aporte de flavonoides en la dieta y se vio como el grupo de
ratones tratados con flavonoides tanto en el grupo tratado con alto %
en grasa (obesos) y con bajo % en grasa (normales) presentaban
mayor nivel de adiponectina tras 24 semanas de tratamiento con
flavonoides (Shabrova, 2011).
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b) Adiponectinay resistencia a lainsulina

Aunque tradicionalmente se ha considerado al masculo
esquelético como el lugar principal de resistencia a insulina, hoy esta
ampliamente aceptado que el sitio primario de ésta es en realidad el
tejido adiposo (Sanchez-Recade 2001; Arner, 2003).

Se ha postulado que la adiponectina estimula la sensibilidad a
insulina  disminuyendo la produccion hepatica de glucosa,
contribuyendo asi, a una mejor regulacién de la glucemia. Estudios en
humanos correlacionan los niveles de adiponectina y la supresion basal
de la produccion de glucosa mediada por insulina (Stefan, 2003).
Ademas, la hipoadiponectinemia esta asociada en humanos con la
resistencia a la insulina (Weyer, 2001; Kern, 2003), a la resistencia a la
insulina en diabetes gestacional (Ranheim, 2004), a diabetes asociada
a lipodistrofia (Kosmiski, 2003) y a diabetes tipo 2 (Hotta, 2000). Un
factor a destacar es que los niveles de adiponectina son bajos en
individuos resistentes a la insulina independientemente de que sean
obesos (Abbasi, 2004). Estos datos sugieren que la
hipoadiponectinemia contribuye a los cambios en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa y al descenso en la sensibilidad hepéatica a
la insulina observado durante la diabetes. Estas evidencias de la
relacion de la hipoadiponectinemia con el desarrollo de resistencia a

insulina y diabetes vienen ademas confirmadas por estudios genéticos.

En ellos, se han asociado diferentes polimorfismos que provocan
hipoadiponectinemia con el desarrollo de resistencia a la insulina y
diabetes. El locus donde se codifica la adiponectina se ha asociado con
la diabetes (Vasseur, 2003). Ademas, estudios mas recientes
demuestran que los niveles bajos de adiponectina predicen el riesgo de
padecer diabetes tipo 2, incluso en ausencia de otros marcadores de

resistencia a insulina (Lindsay, 2002; Spranger, 2003). Otras
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evidencias de la clara relacion entre adiponectina y sensibilidad a la
insulina son los efectos de la insulina sobre los niveles de adiponectina
circulante. Se ha demostrado in vivo que la insulina disminuye los
niveles de adiponectina tanto en humanos como en ratones (Combs,
2001; Yu, 2002). Resultados similares se han obtenido al tratar con
insulina adipocitos in vitro (Halleux, 2001; Fasshauer, 2002). Por otro
lado, se ha encontrado que los pacientes diabéticos tipo 1 presentan
niveles mayores de adiponectina (Imagawa, 2002). Asi pues, estos
datos sugieren que la hiperinsulinemia podria tener un impacto
negativo en los niveles de adiponectina circulante lo cual llevaria a
resistencia a la insulina. Sin embargo, y debido a que Ila
hiperinsulinemia suele ir acompanada de resistencia a la insulina in
vivo, es dificil establecer por separado cual es la contribucion de los
niveles de adiponectina y de insulina en el desarrollo de resistencia a la
insulina. En cualquier caso, estudios en primates indican que el
descenso en los niveles de adiponectina precede al desarrollo de la
hiperinsulinemia (Hotta, 1998; Hotta, 2001) indicando que el descenso
en los niveles de adiponectina puede ser una causa y ho una

consecuencia de la hiperinsulinemia.

Los factores que intervienen en el descenso de los niveles de
adiponectina no son del todo conocidos. Se ha descrito que el
tratamiento con tiazoladinedionas (TZDs), que son potentes agonistas
de PPARYy, incrementa los niveles de adiponectina circulante tanto en
humanos como en ratones (Combs, 2002). Este efecto de la TZDs
sobre la produccion de adiponectina podria ser directo en el tejido
adiposo. Sin embargo, se desconoce si este efecto es debido a un
incremento en la diferenciacién de los adipocitos (Combs, 2003) o a la
unién con elemento de respuesta a PPARy que se encuentra en el

promotor de la adiponectina (Iwaki, 2003).
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Disminuye !
Disminuye TA

Figura 9: Acciones de la adiponectina en el higado, mlsculo esquelético y a nivel
vascular. AGL (acidos grasos libres), TAG (triacilglicéridos).

c) adiponectinay efecto cardiovascular

Estudios clinicos demuestran que los niveles de adiponectina
estan correlacionados inversamente con los niveles en sangre de
triglicéridos y de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) vy
positivamente con las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Hotta,
2000; Kazumi, 2002; McCourt, 2013). Asi, por ejemplo, en la
enfermedad coronaria arterial se han detectado valores plasmaticos
bajos de adiponectina (Shimada, 2004) y una disminucion de los
niveles de adiponectina se ha relacionado con un aumento de la
tension arterial (Tesauro, 2012). EI mecanismo de accién por el que la

adiponectina reduce el proceso aterogénico:
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1. Inhibe la expresion de moléculas de adhesion y evita la adhesion
de monocitos;

2. Impide la captacién y acumulacion de lipoproteinas de baja
densidad modificadas en macrofagos por inhibicion del receptor
SR-Al,y

3. Reduce la capacidad proliferativa de células musculares lisas y
macrofagos TNF-a.
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Figura 10: Efectos antiaterogénicos de la adiponectina.

d) adiponectinay propiedades antiinflamatorias

Algunos estudios epidemiolégicos han revelado que la obesidad
y otras enfermedades relacionadas, como la aterosclerosis, la
resistencia a la insulina y la diabetes mellitus, estan altamente
asociadas con un estado inflamatorio cronico, aunque de menor

intensidad que la reaccion de fase aguda (Moller, 2001; Ouchi, 2003).
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Ello es debido a la secrecidon de diferentes adipocitocinas (IL-6,
TNF-a, leptina, adiponectina), que son determinantes tanto en la
regulacién del proceso aterogénico como en la resistencia a la insulina
(Moller, 2001). La adiponectina y el TNF-a parecen inhibir mutuamente
su produccién en el tejido adiposo y, ademas, la adiponectina puede
contrarrestar los efectos proinflamatorios de TNF-a en células
vasculares (Kappes, 2000). Por tanto, la resistencia a la insulina
inducida por TNF-a podria explicarse parcialmente por la inhibicién de

la secrecion de adiponectina (Beltowski, 2003).

+ LEPTINA

Otra de las adipocitokinas que interviene en la regulacion de la
homeostasis energética es la leptina. La leptina es un péptido de 167
aminoacidos con una secuencia sefializadora de 21 aminoacidos, que
se escinde antes de pasar al torrente circulatorio, resultando una
proteina madura de 146 aminoacidos y 16 Kilodaltons (kDa) de peso
molecular con una estructura terciaria parecida a la de las citoquinas
clasicas de hélice larga, como la interleukina 2 (Madej, 1995). Su
descubrimiento en 1994 (Zhang, 1994), logro la clonacién del gen ob e

identificaron a su producto como la leptina.

La administracion de leptina en los diferentes modelos de
obesidad en el raton demostré6 como en el ratdbn ob/ob presentaba una
disminucién del peso, por un descenso del porcentaje de grasa
corporal, por reduccion de la ingesta y por aumento del gasto
energético (Halaas, 1995). El raton obeso y el raton normal tenian una
respuesta similar, pero menos intensa. En cambio, el raton db/db no
presentaba ningun cambio; esto apoyaba la teoria de que el gen db
podria ser el codificador del receptor de la leptina, y de esta manera se
explicaria la resistencia a la leptina que se da en este tipo de ratén. La
administracion de leptina intracerebral a nivel del ventriculo lateral del

cerebro en ratones db/db, tampoco tenia ningun efecto, quizas porque
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el defecto se daba a nivel del receptor de la leptina en la transmision de
la sefial post-receptor (Campfield, 1995). Su descubrimiento abri6 las
puertas a toda una serie de investigaciones acerca de los factores
derivados del tejido adiposo y su papel en el mantenimiento de la
homeostasis energética. Aunque es producida y secretada
principalmente por el tejido adiposo, puede proceder de otros tejidos
como la placenta, la mucosa gastrica y el epitelio mamario (Masuzaki,
1997).

Los niveles plasmaticos de esta molécula guardan una relacion
directa con la masa de tejido adiposo y el IMC. En individuos delgados
sanos, la mayor parte de la leptina que circula en el plasma lo hace
unida a proteinas, siendo ésta la forma mas propicia para ser captada
por los tejidos y desempefiar su funcion. Se calcula que los niveles
séricos normales de leptina en personas con normopeso oscilan en el
rango de 1-15 ng/ml, siendo en hombres: 8.9 ng/ml £ 4.8 y en mujeres:
17. 1 ng/ml £ 10.5, en individuos con IMC > 30 se pueden encontrar

valores de 30 ng/ml o superiores, (Pisabarro, 1999)

Inicialmente se creia que las acciones de la leptina eran
exclusivamente centrales, pero el descubrimiento de la presencia de
sus receptores, OB-R, con sus distintas isoformas (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-
Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf) en practicamente todos los tejidos del
organismo determiné que se le atribuyeran numerosas funciones
fisiol6gicas (Frihbeck-Schultes, 2002).

La ausencia o el mal funcionamiento de este receptor es lo que
provoca el fenotipo de obesidad que presentan los modelos animales
de nuestro estudio, los ratones db/db o su similar en ratas, las ratas
Zucker fa/fa (Chua, 1996).
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La mutacion en el gen de la diabetes en el raton db/db da lugar a
obesidad y diabetes. Un receptor de la leptina se expresa de forma
importante en el hipotdlamo, y es anormal en el ratén db/db (C57
BL/Ks). La proteina mutante esté perdida en la region citoplasmética y
es defectuosa en la transduccion de la sefial. Esto sugiere que los
efectos de la leptina sobre el descenso de peso se deben a una sefial
que se transduce a nivel de su receptor en el hipotdlamo (Lee, 1996).

Los principales efectos que se le pueden atribuir a la leptina son:

= control del balance energético del organismo.
= |a modulacion del sistema inmunitario.

= el control de la reproduccion y el desarrollo sexual.

Entre ellos, el que nos ocupa en este caso es el mantenimiento
de la homeostasis energética. En este sentido, la leptina, al ser
secretada por el tejido adiposo en cantidades proporcionales a la masa
del mismo, actia como un indicador del estado de la reserva
energética del organismo completo. En consecuencia, en caso de
reserva abundante de energia (elevado IMC), los niveles de leptina se
encuentran aumentados (Isaganaitis, 2005). Este control se lleva a
cabo tanto a nivel periférico como central. En el primer caso, la
regulacion se realiza mediante la activacion de diferentes rutas,
destacando la activacion de la enzima 5’-AMPK. Se ha observado que
la leptina es capaz de activar de forma directa e independiente de
AMP, en parte mediante estimulacion simpatica, la subunidad a2 de la
AMPK en tejidos periféricos, lo que conlleva un aumento del gasto
energético mediante la activacion de la oxidacién de glucosa y de AGL
(Minokoshi, 2002; Ceddia, 2005).

En la regulacion central de la homeostasis energética la leptina

actua transmitiendo informacién acerca de la reserva energética desde
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el resto del organismo hasta el hipotdlamo, ejerciendo la modulacién
del apetito (Jéquier, 1999; Niswender, 2004). En una situacion de
acumulacién de tejido adiposo, se produce un aumento de la
concentracion de leptina, aportando al hipotdlamo el mensaje de
abundancia que se traduce en una reduccién del apetito y un aumento
de la actividad catalitica en los tejidos efectores. Por el contrario, en el
caso de que se produzca una reduccién del nivel de leptina motivada
por un ayuno de 12 horas o0 méas, o por una pérdida de masa grasa, la
sefal interpretada por el hipotadlamo es de escasez, lo que conduce a
un aumento del apetito y a la disminucion del gasto energético
(Niswender , 2001; Isaganaitis, 2005).

Los pacientes obesos suelen presentar una leptinemia muy
elevada, acompafiada de un incremento de la relacion leptina
libre/leptina  unida a proteinas (Houseknecht, 1996), que,
paradojicamente, no conduce a la pérdida de peso ni ejerce control
alguno sobre la ingesta o el gasto energético. Esta alteracion
caracteristica de la obesidad se conoce como resistencia a la leptina
(Cumin, 1996). De hecho, en la obesidad los mecanismos de control
del apetito que ejercen la insulina y la leptina resultan ineficaces. El
sistema nervioso central se resiste a su efecto pese a que los niveles
de ambas hormonas se encuentran muy elevados, lo que resulta en
una percepcion equivocada de escasez energética (Isaganaitis, 2005).

Esta resistencia se debe a la conjuncion de varios mecanismos:

= A nivel central se produce una reduccién del transporte de las
hormonas a través de la barrera hemato-encefalica y una
disminuciéon de la sefalizacion intracelular. Lo primero se
justifica porque los transportadores de la barrera son saturables
y en situacion de obesidad, dados los elevados niveles de

leptina e insulina, no son capaces de introducir cantidades
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suficientes para llevar al hipotalamo la informacion real de la

situacion energética y obtener un efecto (Morrison, 2008).

= En individuos sanos, la leptina es capaz de aumentar la
sensibilidad a la insulina y ejercer sus acciones beneficiosas en
el metabolismo lipidico mediante la activacién de la AMPK en
tejidos periféricos. Pero en individuos obesos, al igual que
sucede en el hipotalamo, estos efectos se pierden y aparece la
resistencia a la leptina, por la anulacién de la activacion de PI3K
(fosfatidil inositol 3-kinasa) por el mismo mecanismo. Ademas,
este obstaculo en la sefializacion en tejidos periféricos provoca
también resistencia a la insulina, que a su vez se vera agravada
por la resistencia a la leptina. Por tanto en el punto de cruce
entre las cascadas de sefalizacion de insulina y leptina
encontramos una posible explicacion a la aparicion de la
resistencia a ambas hormonas (Huang, 2004). Se ha llegado a
hipotetizar que, en el sindrome metabdlico, la resistencia a la
insulina podria ser secundaria a la resistencia a la leptina, e

incluso podria tratarse de un mecanismo compensatorio (Unger,

2003).
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Figura 11: Sistema fisiolégico regulado por la leptina. La elevacion o el
descenso de las concentraciones de leptina actian a través del hipotalamo
para regular el apetito, el gasto energético y la funcion neuroendocrina y a
través de localizaciones periféricas para influir en sistemas como el
inmunitario.
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8. PAPEL DEL TEJIDO ADIPOSO EN LA INFLAMACION ASOCIADO
A LA OBESIDAD

La obesidad frecuentemente se asocia con resistencia a la
insulina (RI) y ésta es la alteracion central del sindrome metabdlico
(SM) (Reaven, 1988). La alteracion de la funcion de la insulina parece
ser consecuencia de un estado de inflamacién sistémica de bajo grado
(Festa, 2000).

El tejido adiposo, clasicamente considerado como un reservorio
de energia, ademas de sus funciones metabdlicas, constituye un
organo con una gran capacidad de recibir y generar informacion de su
medio ambiente. Se ha demostrado que los adipocitos poseen
funciones similares a diversas células inmunitarias, como la activacion
del complemento y produccion de citoquinas. Los precursores de
adipocitos tienen capacidad de fagocitar y pueden transformarse en
células parecidas a los macrofagos en respuesta a diferentes estimulos
(Charriere, 2003).

La fisiopatologia de la generacion de sefiales por el tejido
adiposo tiene una importancia capital en el impacto deletéreo que un
exceso de grasa puede ejercer sobre el organismo humano. El tejido
adiposo es un drgano secretor activo que elabora una gran variedad de
moléculas, conocidas como adipocitoquinas, incluyendo el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), interleuquina-6 (IL-6), leptina, adiponectina
y resistina que pueden mediar muchos de los cambios metabdlicos del
SM (Wajchenberg, 2000).

Mediante la produccion de estas moléculas, el tejido adiposo
posee la capacidad de influenciar la biologia local del adipocito y la del
organismo. De esta forma, parece que la relacion del adipocito con la

resistencia a la insulina es independiente de la funcion del tejido
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adiposo como depdésito de energia. La obesidad tiene una correlacion
positiva con la Rl y el aumento de concentracibn de marcadores
inflamatorios vasculares (Ziccardi, 2002). Unas concentraciones
elevadas de varias citoquinas proinflamatorias, como las IL-6, IL-18,
TNF-a, resistina, asi como de Proteina C reactiva (PCR) se han
asociado con indicadores de aumento de masa grasa: peso, indice de
masa corporal (IMC) y con factores de riesgo cardiovascular,
sugiriendo que el tejido adiposo contribuye a la produccion de estas
citoquinas (Yudkin, 1999; Esposito, 2003). También se ha propuesto
gue el tejido adiposo como modulador de sustancias antiinflamatorias,
como la adiponectina (Maeda, 1996).

Normopeso Sobrepeso Obesidad
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de macrofagos oxidativo
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Figura 12. Relacién entre la expansion del tejido adiposo y el incremento del estado
proinflamatorio. IL-6 (interleucina 6); MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos-
1); SAA (amiloide sérico A); TNF-a (factor de necrosis tumoral a).
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A medida que aumenta el tejido adiposo, se modifica la
produccién de adipocinas y se desencadenan una serie de procesos
fisiopatologicos relacionados con la inflamacion que van a conducir a
un incremento del riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular, diabetes

mellitus de tipo 2 y cancer, entre otras comorbilidades.

Uno de los procesos que tienen lugar en la inflamacién es la
infiltracion en los tejidos inflamados de células del sistema inmune tales
como neutréfilos, eosindfilos y macréfagos. La hipertrofia de los
adipocitos que tiene lugar en la obesidad (Figura 12) conlleva un
aumento en la produccion por parte de los mismos y de otras células
presentes en el tejido adiposo (fraccion estromo-vascular) de una serie
de adipocinas/quimiocinas/citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6,
amiloide sérico A (SAA), resistina, proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1) e inhibidor del activador del plasminogeno-1
(PAI-1), entre otros (Fruhbeck, 2004; Hotamisligil, 2006; Catalan,
2007). El aumento en la produccion de estas moléculas desencadena
efectos locales a nivel del endotelio que conducen a un incremento en
la produccion de moléculas de adhesion (VCAM e ICAM) y en la
permeabilidad vascular que, en ultima instancia, se traducen en un
aumento en la infiltracion de monocitos y la acumulacion de
macréfagos. A su vez, dichos macrofagos producen mas factores
guimiotacticos atrayentes de otros macrofagos, lo que se convierte en
un auténtico circulo vicioso que perpetuara el estado proinflamatorio
(Shoelson, 2007; Nishimura, 2008; Surmi, 2008).

La elevacién de las citocinas proinflamatorias que tiene lugar en
la obesidad origina un aumento de la lipolisis y una disminucion de la
capacidad del tejido adiposo para acumular triglicéridos. Esto se
traduce en un aumento de los acidos grasos libres circulantes y su

depdsito en forma de triglicéridos en el muasculo, lo que agrava el
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estado proinflamatorio y contribuye significativamente al aumento de la

resistencia a la insulina (Guilherme, 2008).

El aumento en la acumulacion de macréfagos en el tejido
adiposo desempefia un papel determinante en el incremento de
mediadores de inflamacién que, con el mayor grado de estrés
oxidativo, hipoxia, lipolisis y resistencia a la insulina, junto a la
alteracion en el perfil secretor de adipocinas, tendra como posible
consecuencia la aparicion de enfermedades cardiovasculares, diabetes
mellitus de tipo 2 y cancer, entre otras patologias. De todos los
productos que el tejido adiposo es capaz de producir, a continuacion
vemos a describir los productos pro-inflamatorios mas relevantes en el

papel de la obesidad relacionado con la inflamacion: el TNF-a e IL-6.

» TNF-a

El TNF-a es una citoquina producida principalmente por
monocitos, linfocitos, tejido adiposo y muasculo. EI TNF-a sefaliza a
través de dos receptores de membrana bien conocidos (TNFR): TNFR1
(p60) y TNFR2 (p80) (Tartaglia, 1992; Smith, 1994). Las fracciones
solubles de estos receptores STNFR1 y sSTNFR2 resultan de la
protedlisis de la porcion extracelular del receptor cuando el TNF-a se
une a €l (Nophar, 1990; Aderka, 1992).

La relacién que existe entre las citoquinas proinflamatorias y la
accion de la insulina en obesidad y diabetes tipo 2 fue reconocida por
primera vez al observar la elevada produccion de TNF-a en el tejido
adiposo de individuos obesos (Hotamisligil, 1993). EI TNF-a es una
proteina de 17 kDa secretada como trimero de 51 kDa que toma su
nombre de su identificacion inicial como factor proapoptético en células
tumorales. La evidencia directa de la participacion de esta citoquina en
la resistencia a la insulina se obtuvo al observar que la infusion aguda

de TNF-a inhibia la disponibilidad de glucosa estimulada por la insulina
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tanto en roedores obesos (Hotamisligil, 1994a; Hotamisligil, 1995)
como en humanos sanos (Plomgaard, 2005). La inhibicion de la
sefalizacion del TNF-a o su neutralizacion mediante el uso de
receptores solubles restaurd la sensibilidad a la insulina en ratas
obesas Zucker (Hotamisligil, 1994b), pero no fue efectiva en humanos

tratados durante 6 semanas (Ofei, 1996).

Estudios in vivo han demostrado que el tejido adiposo de
roedores obesos con RI (Hotamisligil, 1993) y de humanos obesos
(Hotamisligil, 1995; Kern, 1995a) produce significativamente mayor
cantidad de TNF- a y la neutralizacién de éste en roedores con RI
produce un aumento de la captacion de glucosa en respuesta a la
insulina (Hotamisligil, 1993). Los sujetos obesos al perder peso
presentan una disminucion de los niveles de TNF-a (Kern, 1995b; Kern,
2001).

La producciéon de TNF-a fue en un principio atribuida a los
adipocitos del tejido adiposo. Actualmente se ha puesto de manifiesto
gue cuando existe obesidad se produce una gran infiltracion de
macréfagos en dicho tejido (Weissberg, 2003; Ferrante, 2007), siendo
estos la principal fuente productora de ésta y otras citoquinas
(Weissberg, 2003). Los macréfagos en individuos obesos se
encuentran en un estado proinflamatorio caracterizado por aumentar la
activacion del NF-kB, disminuir el inhibidor del NF-kB (IkB), y por
aumentar la transcripcion de genes proinflamatorios como TNF-a
(Weissberg, 2003; Ghanim, 2004). Los mecanismos que median este
estado proinflamatorio aun no han sido plenamente dilucidados, pero
estudios recientes sugieren que los AGL desempefian un papel

esencial.
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El TNF-a es capaz a su vez de activar rutas lipoliticas en el tejido
adiposo (Zhang, 2002), provocando una liberacién masiva de AGL al
torrente circulatorio. Este hecho contribuye a generar resistencia a la
insulina asi como a la retroalimentacion de la produccién de esta
citoquina, que también puede desencadenar resistencia a la insulina de
forma directa, por su capacidad para fosforilar un resto de serina del
IRS mediante la activacion de JNK e IkB/NFkB (Arkan, 2005; Cai,
2005), inhibiendo la cascada de sefalizacion de la insulina. Ademas, el
TNF-a causa alteraciones metabdlicas en tejidos afectados por la

resistencia a la insulina como higado y musculo esquelético.

Aunque el mecanismo exacto aun no se conoce completamente,
dichas alteraciones parecen estar relacionadas con un descenso de la
tasa de oxidacion de AGL, fendmeno descrito y asociado a la presencia
de obesidad, que podria originarse como consecuencia de la inhibicion
gue el TNF-a causa en la protein-kinasa activada por 5’-AMP (AMPK)
(Steinberg, 2007). EI TNF-a reduce la actividad de esta enzima al
incrementar la expresion de la fosfatasa encargada de desfosforilar e
inactivar a la AMPK, la proteina-fosfatasa 2C (PP2C) (se ha observado
gue la inhibicién de esta fosfatasa evita los efectos del TNF-a sobre la
AMPK) (Steinberg, 2007). Como consecuencia de la inhibicion de la
AMPK, se activa la acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2), que actua
inhibiendo la oxidacion de AGL (Hardie, 2003).
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Figura 13: Mecanismos implicados en los efectos metabdlicos del TNF-a.
ACC, acetil Co-A carboxilasa; AMPK, protein kinasa activada por AMP; CPT1.:
carnitina palmitoiltransferasa; DAG: diacilglicerol; IKKB: inhibidor de la kinasa
del NF-kB; IRS, sustrato del receptor de insulina; PDK, protein kinasa
dependiente de fosfoinositido; PDK, protein kinasa dependiente de
fosfoinositido; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinasa; PIP2, fostatidilinositol bifosfato;
PIP3, fosatidil-inositol trifosfato; PKC: protein kinasa C; PP2C: proteina
fosfatasa 2C.

El TNF-a parece jugar un papel en la fisiopatologia de la
hipertension (HTA) asociada a la obesidad. EI TNF-a estimula la
produccién de endotelina 1 (Kahaleh, 1997) vy angiotensindbgeno
(Brasier, 1996) in vitro. En el modelo de rata espontaneamente
hipertensa, la sintesis y secrecion de TNF-a en respuesta al
lipopolisacarido (LPS) se halla significativamente aumentada en

relacion al control no hipertenso (Nyui, 1997).
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También se ha encontrado una asociacion entre la
concentracion circulante de TNF-a y la tension arterial sistélica en
sujetos con un rango de adiposidad corporal amplio (Zinman, 1999). El
TNF-a ademas parece tener un papel en las alteraciones lipidicas
asociadas a la resistencia a la insulina. EIl TNF-a en situacion de
infeccién/inflamacioén, incrementa la concentracion de triglicéridos
mediante la estimulacion de la produccion de lipoproteinas VLDL
(Grunfeld, 1992). En sujetos aparentemente sanos se ha descrito una
correlacion positiva entre la concentracion de TNF-a y triglicéridos y

entre el colesterol total y LDL-colesterol (Ferndndez-Real, 1999).

= INTERLEUQUINA 6 (IL-6)

La IL-6 es una citoquina multifuncional, intermediaria en
procesos inflamatorios y de estrés, producida por diferentes tipos
celulares. Entre éstos se encuentran los adipocitos, de los que procede
la tercera parte de su concentracion (Prentice, 1989). La sintesis a
partir de la grasa visceral, es tres veces superior respecto a la
subcutanea y existe una correlacion entre los niveles plasmaticos y la
masa corporal (Fried, 1998) ademas de una asociacion significativa con
el IMC y otros parametros de adiposidad. La obesidad se asocia con un
aumento plasmatico de las concentraciones de IL-6 que puede
contribuir a inflamacién sistémica y resistencia a la insulina; sin
embargo los ratones carentes de IL-6 desarrollan obesidad a edades
avanzadas. Hay autores que han publicado que niveles elevados de la
IL-6 podrian ser predictores del desarrollo de una diabetes mellitus o de
infarto de miocardio (Pradhan, 2001). Parece que aumenta la
concentracion de &cidos grasos libres por aumento de la secrecion
hepatica de triglicéridos, mecanismo por el cual podria ser coadyuvante
de la resistencia a la insulina. Asimismo, se ha encontrado que
disminuye la sintesis de adiponectina, contribuyendo asi a incrementar

mas la insulinorresistencia.
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9. TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD

Los objetivos terapéuticos de la pérdida de peso estan dirigidos
a mejorar o eliminar las comorbilidades asociadas a la obesidad y
disminuir el impacto de las futuras complicaciones médicas
relacionadas con el exceso de peso. Es necesario modificar los habitos
de conducta, como el cambio de los héabitos alimentarios y el

incremento del ejercicio fisico.

Bajo estas premisas, los objetivos de pérdida de peso no deben
centrarse en alcanzar el peso ideal, sino en conseguir pequefas
pérdidas de peso (entre un 5-10% del peso inicial) pero mantenidas a

largo plazo. Las herramientas disponibles a nuestro alcance incluyen:

= Alimentacion y ejercicio.
= Tratamiento farmacoldgico.

= Cirugia y balén gastrico.

En el tratamiento de la obesidad, el plan de alimentacion y la
actividad fisica son pilares fundamentales para conseguir un balance

energético negativo.

- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO.

En el informe de la Organizacion Mundial de la Salud sobre
obesidad, publicado en el afio 2000, se recomienda el tratamiento
farmacoldgico de la obesidad en todos los casos cuando el IMC sea
igual o superior a 30 kg/m2, o en aquellos con IMC entre 27 y 30 kg/mz

y con comorbilidades susceptibles de mejorar al mejorar la obesidad.

67



Antecedentes

En Espaia, el documento de consenso publicado el aflo 2007
(Salas-Salvadd, 2007) establece como criterios de utilizacion de
farmacos en el tratamiento de la obesidad los siguientes:

» No debe utilizarse como tratamiento aislado, si no de forma
complementaria a los tratamientos bésicos de plan de
alimentacién, actividad fisica y cambios en el estilo de vida.

» Su indicacién esta limitada a pacientes con IMC mayor de 30
kg/m?, o mayor de 27 kg/m? si se asocian comorbilidades
mayores y cuando no se han alcanzado los objetivos de pérdida

de peso Unicamente con los cambios en el estilo de vida.

Después de la inestimable pérdida que para el tratamiento de la
obesidad supuso la retirada del mercado farmacéutico espafiol e
internacional en el afio 2008 de la molécula rimonabant (Acomplia®),
volvemos a estar, por lo que respecta a numero y diversidad de
farmacos antiobesidad, en una situacién realmente precaria. Hoy por
hoy volvemos a tener soOlo dos farmacos autorizados
internacionalmente para el tratamiento de la obesidad: la sibutramina
(Reductil®) y el orlistat (Xenical®).

% SIBUTRAMINA (Reductil®)

Introducida en el mercado farmacolégico espafol a finales de
1999, se trata de un farmaco de accion central, con mecanismo de
accion doble, que consigue aumentar la sensacién de saciedad y
simultdneamente evitar la caida del gasto energético. En enero de
2010, la European Medicines Agency (EMEA), basandose en los
resultados del estudio SCOUT, recomendd la suspension de la
autorizacion de comercializacion de sibutramina. Simultdneamente, el

mismo dia 21 de enero de 2010, la Agencia Espafiola de
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Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) ordenoé la suspension

cautelar de la comercializacion de Reductil® en Espafia.

En humanos produce una pérdida significativa de peso, dosis-
dependiente por aumento de la sensacion de saciedad y disminucién
del apetito, contando con una buena tolerancia con las dosis habituales
de 10y 15 mg/dia.

% ORLISTAT (Xenical®)

El orlistat (Xenical®) esta disponible en el mercado farmacéutico
espafiol desde el afio 1999. Se trata de un farmaco de accién periférica
gue actua localmente a nivel del intestino delgado reduciendo la

absorcion de la grasa alimentaria.

La absorcion sistémica del orlistat es inferior al 1% de la dosis
administrada por via oral y se elimina en casi su totalidad inalterado por
via digestiva con la deposicion. La posologia habitual es de 60-
120mg/8h.

% TOPIRAMATO (Topamax®)

Este medicamento no esta aprobado por la FDA ni por la EMEA

para el tratamiento de la obesidad.

El topiramato (Topamax®) es una sustancia desarrollada y
comercializada como antiepiléptico que, ya desde los primeros ensayos
clinicos como anticonvulsivo, demostr6 que era capaz de producir

disminucién del peso.

Su mecanismo de accién no esta del todo claro, aunque se sabe

gue actla blogueando los canales del calcio. Ademas, antagoniza los
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receptores del glutamato y aumenta la actividad del acido
gammaaminobutirico (GABA). El glutamato es un agente orexigeno y el
bloqueo de su receptor conllevaria la disminucion del apetito. En
estudios clinicos realizados en adultos (Wilding 2004; Toplak, 2007)
con un seguimiento de seis meses, se demuestra una pérdida de peso
de 6,6 kg en el grupo de tratamiento en contra de sélo 2,8 kg en el
grupo de placebo. Alrededor del 50% de los pacientes en tratamiento
con topiramato pierden el 5% del peso inicial durante el periodo de 6
meses, en contraste con el 19% en el grupo placebo.
Concomitantemente se ha observado una mejoria de las cifras de
tension arterial y de las concentraciones plasméticas de colesterol. Se
han realizado también ensayos clinicos en pacientes con trastorno por
atracon que demuestran una reduccion significativa de la frecuencia de

los episodios de atracon.

- CIRUGIA

La cirugia bariatrica es un meétodo eficaz y seguro de pérdida de
peso en pacientes con obesidad morbida o con obesidad y

comorbilidades, como la enfermedad coronaria (Lopez- Jiménez, 2005)

Algunos estudios indican que la cirugia bariatrica puede inducir
mejoras significativas en la presion arterial, la glucemia, las
concentraciones lipidicas y la calidad de vida. Mas del 70% de los
pacientes con hipertension notaron mejoria o resolucion de los valores
de presion arterial (Carson, 1994). Cerca de la mitad de los pacientes
diabéticos que se someten a cirugia bariatrica pueden normalizar la
HbAlc e incluso pueden dejar de usar insulina o medicamentos
hipoglucemiantes (Batsis, 2008a). Los pacientes sometidos a cirugia
bariatrica experimentan una reduccion significativa en el riesgo
cardiovascular estimado y algunos estudios indican disminucion en la

mortalidad después de la cirugia bariatrica (Batsis, 2008b).
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Las complicaciones quirdrgicas mas frecuentes e inherentes a la
propia cirugia bariatrica incluyen la dehiscencia de suturas, Ulcera
marginal, comunicacién gastrogastrica, estenosis de la anastomosis
gastroyeyunal o eventracion (25-50%) en cirugias abiertas. Entre las
complicaciones médicas se encuentran los vomitos, diarreas, sindrome
de dumping y aquellas relacionadas con la malabsorcién de proteinas y
vitaminas. Por ello, el seguimiento de las pautas alimentarias y la
suplementacion diaria de complejos de vitaminas y minerales (en
especial hierro, calcio y vitaminas B12 y D) deben conformar parte de
la educacion nutricional que necesariamente deben recibir estos
pacientes tras la cirugia y la monitorizacion analitica peridédica para
ajustar los tratamientos (Bloomberg, 2005).

- BALON GASTRICO

El balon intragéastrico consiste en la colocacion endoscopica de
un baldn relleno de suero salino o aire en la cavidad gastrica, con la
finalidad de reducir sensiblemente la capacidad para la ingestion de
alimentos y en consecuencia se alcanzan pérdidas promedio de 15 a
20 kg durante un periodo temporal de 6 meses (Mathus-Vliegen,2005).
La ausencia de datos disponibles a largo plazo, una vez retirado el
balon y los posibles efectos secundarios y complicaciones descritas,
relegan esta técnica a casos excepcionales, de aplicacion limitada en el
tiempo, donde han fracasado medidas intensivas dietéticas y
farmacoldgicas y al mismo tiempo las opciones quirdrgicas pueden

representar un riesgo no asumible por el paciente (Alfalah, 2006)
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MODELOS ANIMALES EXPERIMENTALES

Es importante la utilizacion de modelos animales que mimeticen
las diferentes patologias como la obesidad y la consiguiente resistencia
a la insulina. De esta manera, se pueden estudiar los mecanismos
patogénicos que intervienen en el desarrollo de la enfermedad e
intentar aprender mas sobre la enfermedad humana. Los modelos
animales de enfermedades pueden generarse espontaneamente, 0
bien, ser inducidos experimentalmente en diversas especies. En
algunos casos, para la obtencion del modelo animal de la patologia, se
pueden combinar ambas situaciones. ElI conocimiento de las
obesidades animales establece puntos de referencia y comparacion
con las humanas, ya que al igual que éstas también pueden
acompafarse de insulino-resistencia, hiperinsulinemia, diabetes y

trastornos lipidicos.

1. MODELOS ESPONTANEOS

La obesidad animal al igual que la humana, puede ser
consecuencia de la expresion de un solo gen (monogénicas) como en
el caso de los ratones ob/ob y db/db o las ratas fa/fa o de varios genes
(poligénicas) como en el caso del raton obeso New Zealand (NZO) y
del hamster chino (Bray, 1971).
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MUTACION MODELO

Ratén amarillo (Ay)
DOMINANTE Raton adiposo (Ad)

Raton obeso (ob)
. Raton diabético (db)
GEN UNICO Raton fat (fat)
RECESIVO Raton tubby (tub)
Rata Zucker (fa)

Rata corpulenta (SHR/N-cp)
Ratén New Zealand (NZO)
Raton japonés (KK)
ESPONTANEA | Raton negro Paul Bailey(PBB/Ld)

Raton Wellesley(C3HF1)
Raton NH

) Ratén A/St

POLIGENICA Raton C3H

Ratén Spiny

AMBIENTAL Rata BHE

Rata Osborne-Mendel
Rata de la arena (rata Sand)

Tabla. 4: Modelos genéticos de obesidad en roedores (Frihbeck, 1997)

Las caracteristicas de algunos de estos animales se describen a

continuacion:

» Ratén amarillo (Ay): Es monogénico de herencia dominante. Una
alteracion autosomica en el cromosoma 2 expresa el gen
obesogeno llamado agouti. Este gen codifica una proteina de 163
aminoacidos (agouti) que actiua localmente, antagonizando a la
hormona melanocitoestimulante en la unién con su receptor. Debido
a que estos ratones producen de manera intermitente la proteina
agouti, su pelo presenta una alternancia de bandas negras y
amarillas, aunque no son obesos. La mutacién del gen agouti
produce un ratén totalmente amarillo, debido a la sobreexpresion en
la piel de la proteina agouti y ademas obeso, pues en estos casos
también se sintetiza ectopicamente, en tejidos donde normalmente
el gen no es expresado (Chua, 1997). La hiperfagia y el aumento de
la eficiencia metabdlica que adquieren estos animales, son

consecuencia de la interaccidén de la proteina agouti ectopica con
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algun receptor cerebral, posiblemente el receptor de la
melanocortina. El raton amarillo al mes de vida desarrolla
hiperfagia, hiperinsulinemia y obesidad (méas tardia que en los
ratones ob y db) e intolerancia a la glucosa y diabetes. También a
diferencia de las mutaciones ob y db, presenta un incremento de la

masa magra (Chua, 1997).

> Ratén obeso ob/ob (Lep®®°®

): Los ratones ob/ob son portadores
de la mutacion en el gen de la leptina. Presenta una mutacién de
tipo recesivo. El cromosoma defectuoso es el numero 6. En estos
animales, el gen lep, que solo se expresa en el tejido adiposo, sufre
una mutacion llamada ob (Rosembaum, 1997). El producto del gen
lep, es la proteina llamada leptina (de leptos: delgado).
Normalmente la leptina se une a receptores denominados OB-R,
localizados en el sistema nervioso central. Debido a la mutacion,
estos ratones no producen leptina y se vuelven obesos en las
primeras semanas de vida debido a un aumento de la ingesta y a
una reduccion del gasto energético (Chua, 1997). Estos animales
presentan una disminucion de los receptores 31 y 33 revelando un
defecto metabdlico ademas del componente alimentario. El
suministro de leptina corrige el peso y disminuye el apetito. Una
cepa de ratones mutantes de abundante masa grasa, denominada
C57BL/6J, sintetiza gran cantidad del ARNm que codifica la leptina,
hecho que apoya la hipétesis que la expresion de este gen es
proporcional al tamafio de los depdsitos adiposos (Friedman, 1994).
No obstante, la produccién de leptina no soélo esta en relacién con la
masa grasa, también otras influencias como el frio, el ayuno, dormir
y otras hormonas pueden modificarla. EI suministro de leptina
reduce la ingesta e incrementa el gasto energético en los ratones
ob/ob (leptinopénicos), mientras que es inefectiva en los ratones
obesos db/db y en la rata fa/fa, que son insensibles a su accién o

sea leptinoresistentes (Arion, 2010).
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> Ratén diabético db/db (LepR®®): El gen de la diabetes (db) se
trasmite de modo autosémico recesivo. El gen alterado se localiza
en el cromosoma 4 y codifica una mutacion puntual (G a T) en el
gen del receptor de la leptina, dando lugar a un déficit de
sefalizacion de dicha hormona adipocitaria (Chua, 1996).
Presentan caracteristicas metabdlicas similares al ratén Lep ' :
obesidad, hiperinsulinemia, hiperglucemia y altos niveles de
colesterol HDL, su principal diferencia es que éstos debido a la
mutacion en el receptor de la leptina presenta altas concentraciones
de leptina en sangre que son proporcionales al grado de

ob/ob

adiposidad, en cambio los ratones Lep presentan un déficit de

leptina en sangre (Arion, 2010).

La mutacion db/db muestra muchas de las caracteristicas de
la DM2 humana (Sharma, 2003) Los ratones db son insensibles al
suministro de leptina exdégena (Campfield, 1996). Estos animales
primero  sufren obesidad precoz con hiperinsulinemia,
posteriormente desarrollan diabetes y finalmente fallo pancreatico y
muerte por diabetes descompensada. En estos especimenes la
hipersecrecion de insulina es un hecho comuan, por lo menos en el
comienzo. Luego desarrollan insulino-resistencia muscular y
finalmente disminuye la produccion pancreatica de insulina por una

degeneracion de las células 3 de los islotes (Like, 1972).
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» Rata Zucker faffa: También llamada ZDF (Zucker Diabetic Fatty
Rat). La mutacion “fatty” (fa) fue publicada por Zucker and Zucker
en 1961 (Zucker, 1961). Los animales homocigotos para el alelo fa
(receptor de la leptina no funcionante) son perceptiblemente obesos
a las 3 a 5 semanas de vida. Para la semana 14, su composicion
corporal consta de mas de un 40% de lipidos. La obesidad se
hereda de modo recesivo y los animales son hiperlipidémicos,
hipercolesterolémicos e hiperinsulinémicos, y desarrollan hipertrofia
e hiperplasia adipocitaria, semejando la obesidad humana, por ello
el modelo de la rata Zucker es el mejor conocido y mas
ampliamente usado como modelo genético de obesidad humana de

comienzo precoz.

La rata ZDF presenta tanto resistencia a la insulina (como
resultado del receptor mutado de leptina, que causa obesidad),
como inadecuada compensacion por parte de la célula 3. Esto
ultimo parece depender de un defecto transcripcional en la célula 3,
gue se hereda independientemente de la mutacion del receptor de
la leptina y la resistencia a la insulina (Griffen 2001). Las ratas con
genotipos homocigoto dominante (+/+) y heterocigoto (fa/+) no

presentan obesidad ni hiperglicemia.

La rata Zucker no ha sido utilizada tan extensamente como
modelo de DM2, probablemente porque, a diferencia de los ratones
db/db y ob/ob, su hiperglicemia es discreta, existiendo variaciones
entre ellas. Sin embargo, presenta algunas complicaciones
similares a la DM tipo 2 humana (Lash, 1989), asi como
hiperinsulinemia secundaria a resistencia periférica a la insulina, la
cual es especialmente marcada en el musculo e higado.En los
mutantes ob, db y fa coinciden al menos cuatro hechos: hiperfagia,

termogénesis reducida, disminucion de la actividad fisica y obesidad
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(Chua, 1997), ademas de la perturbacion en su sistema de

sefializacion dependiente de la leptina.

Raton fat/fat: Originado hace 20 afios debido a una mutacién
recesiva espontanea en el cromosoma 8. El gen alterado se
expresa en el cerebro y otros tejidos. A diferencia de los ob y db no
presentan hiperfagia, la ganancia de peso se produce gradualmente
desde la pubertad (los ratones ob y db, lo hacen tempranamente) y
no desarrollan hipercortisolismo. La mutacién fat altera la enzima
carboxipeptidasa E. Esta enzima interviene en la transformacion de
prohormonas en hormonas, lo que ocasiona un aumento de la
proinsulina con un déficit en la produccion de insulina. La
sensibilidad a la insulina se conserva, a pesar de la marcada
obesidad del animal. La falta de actividad de la carboxipeptidasa E
también afectaria la produccion de otras proteinas como el
neuropéptido Y, la proopiomelanocortina, el glucagon péptido 1, la
colecistoquinina. En los humanos hasta el momento un solo
individuo ha sido identificado como portador de una mutacion

homéloga a la fat en los ratones. (Chua, 1997).

Raton tub: presenta una obesidad mediana de comienzo tardio, el
gen alterado es el nurmero 7 (Rosembaum, 1997) que expresa en el
cerebro una proteina denominada tub. Como consecuencia de esta
mutacion se altera la sintesis de la enzima fosfodiesterasa
(Rosembaum, 1997). A diferencia de los mutantes ob, db y fa no

son hiperfagicos (Chua, 1997).
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2. MODELOS INDUCIDOS EXPERIMENTALMENTE.

> MANIPULACION GENETICA.

Ademas de los modelos espontaneos existen los, producidos por
ingenieria genética, llamados transgénicos. En uno de ellos se
consigui6é sobreexpresar el GLUT 4 en el tejido adiposo, mientras que
en otro modelo se consiguid anular el gen para el receptor a la
serotonina (5HT2C). En ambos casos se obtuvieron animales obesos,
aunque en el primero de ellos no se produjo hiperfagia. En un tercer
modelo artificial se produjo la ablacion genética del tejido adiposo
pardo (productor de calor). Como era de esperar estos animales
presentaron un defecto en su termogénesis, aunque luego
inesperadamente desarrollaron hiperfagia, sugiriendo que existe alguna

relacion entre estos dos componentes del balance energético.

Los tipos de manipulaciones que afectan a un gen especifico y

gue pueden interesar para producir un modelo son:

= Sobreexpresion, da lugar a ratones llamados transgénicos.
= Reemplazo (con una forma alterada): da lugar a ratones
llamados “Knock in”.

= Eliminacion: de lugar a ratones llamados “knock-out”.

Los ratones genosuprimidos (knock-out): A través de la
deleccion dirigida de genes implicados en el desarrollo de obesidad y
diabetes se pueden generar animales que simulen la enfermedad
humana. En general, los modelos animales genosuprimidos con
alteraciones monogénicas en la accién de la insulina han permitido
estudiar el papel potencial de las moléculas de sefializaciéon de la
insulina en la resistencia a la hormona a nivel especifico de tejido. Un

ejemplo de estos animales es el animal genosuprimido total para el
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receptor de la insulina (IR). Este animal presenta diabetes severa y
muerte postnatal a los 3-7 dias del nacimiento (Bruning, 1997). En
cambio, la disrupcién especifica de este gen en un tejido concreto
tendra efectos diferentes. En musculo, la disrupcién del gen IR produce
un incremento del tejido adiposo, triglicéridos y acidos grasos (Bruning,
1998; Kim, 2000). La falta de IR en higado provoca intolerancia a la
glucosa, hiperinsulinemia y alteracién en la funcién hepética. En célula
B altera la secrecidbn de insulina y desarrolla progresivamente
intolerancia a la glucosa (Kulkarni, 1999). La deleccion del gen de IR en
cerebro provoca resistencia a insulina, un incremento del tejido adiposo

y de leptina e hipogonadismo hipotalamico (Bruning, 2000).

> INDUCCION MEDIANTE DIETA RICA EN LIPIDOS.

Existe una amplia relacion entre la dieta, la obesidad y el
desarrollo de resistencia a la insulina y DM tipo 2. Cuando ratas o
ratones son alimentados con una dieta de alto contenido lipidico
desarrollan rapidamente resistencia a la insulina, hiperinsulinemia,
hiperglucemia, y en cepas genéticamente susceptibles, también
diabetes (Storlien, 1986). La utilizacion de animales alimentados con
dieta alta en lipidos es un modelo de interés ya que permitiran estudiar
los mecanismos que conducen a la resistencia a la insulina en
individuos obesos con tolerancia a la glucosa alterada o DM tipo 2. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta la respuesta heterogénea de los
animales a la dieta alta en lipidos (Burcelin, 2002). No obstante, nos
encontramos ante un modelo bien descrito y ampliamente utilizado
para el estudio de la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes

de tipo 2.

En nuestro trabajo hemos elegido el modelo espontaneo de

R db/db

ratbn Lep porque a partir de las cuatro semanas de edad, los
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animales estan hiperglucémicos, hiperinsulinémicos, hiperfagicos vy
obesos, y representan un buen modelo para estudiar la diabetes y la
obesidad, lo contrario de los modelos ob/ob que se trata de animales
obesos con una incidencia de diabetes relativamente baja.

COMPARACION DE OBESIDAD GENETICA EN ANIMALES Y
HUMANOS

Los cromosomas alterados en la obesidad animal tienen su
homologia en los humanos. Estas similitudes se expresan con datos

concretos a continuacion (Rosembaum, 1997):

GEN | MUTACION PRODUCTO CROMOSOMA | HOMOLOGOS
DEL GEN AFECTADO | EN HUMANOS
EN EL
ANIMAL
Lep ob Leptina 6 (raton) 7931.3
LepR db Receptor de la 4 (ratdn) 1p32
fa leptina 5 (rata)
Cpe fat Carboxipeptidasa 8 (ratén) 11p15
E
Tub tub Fosfodiesterasa 7 (raton) 4932 (?)
Agouti A Proteina agouti 2 (raton) 20g11.2

Tabla.5: Principales genes implicados en la obesidad en humanos y animales.
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POLIFENOLES

Los compuestos polifenélicos constituyen uno de los grupos mas
numerosos y ampliamente distribuidos del reino vegetal, con una lista
de méas de 8000 estructuras que sigue en continuo crecimiento
(Benavente-Garcia 2008). Existen numerosas clasificaciones, pero
normalmente se agrupan segun el namero de anillos fendlicos que
contienen y en funcién de como se unen entre si. Se distinguen dos
grandes grupos de moléculas, polifenoles flavonoides y no flavonoides,
siendo el primero el mas numeroso (ver Tabla 6). Los polifenoles
también se pueden clasificar en funcion del nimero de atomos de
carbono de la cadena alifatica que se encuentra sustituyendo el nucleo
bencénico. Sus estructuras van desde moléculas muy simples, como
los acidos fenolicos, hasta otras altamente polimerizadas, como los
taninos. Suelen encontrarse en la naturaleza unidos a un resto de

azucar, que principalmente es la glucosa.

POLIFENOLES
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Tabla 6: Clasificacion de los polifenoles.
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1. FLAVONOIDES

Clasicamente, la medicina tradicional ha utilizado extractos de
plantas en el tratamiento de numerosas enfermedades, desde el cancer
a las enfermedades inflamatorias. Por otra parte, numerosos estudios
indican la importancia de la ingesta de dietas ricas en productos
vegetales en la prevencion de mdltiples patologias, entre las cuales
estan, el cancer (Garcia-Closas, 1999; Hillman, 2001), la diabetes tipo
Il (Scalbert, 2005), las enfermedades cardiovasculares (Berkow, 2007,
Benavente-Garcia, 2008), las enfermedades neurodegenerativas
(Scalbert, 2005; Letenneur, 2007), enfermedades inflamatorias cronicas
y alergias (Kim, 2004; Rahman, 2006). Por todo ello, en los ultimos
tiempos, se han llevado a cabo numerosos estudios para descubrir las
moléculas responsables de las propiedades saludables de los
vegetales. Se han identificado numerosos compuestos, como los
micronutrientes, la fibra o el licopeno (Berkow, 2007); sin embargo,
podemos destacar de entre todos ellos el grupo de los flavonoides
(Chun, 2005). Los flavonoides se consideran fitoquimicos, al contrario
gue las vitaminas y otros micronutrientes, ya que no son esenciales
para el bienestar a corto plazo, y son metabolizados en el organismo

como si fueran xenobioticos (Crozier, 2009).

Las sustancias fitoquimicas son productos organicos
constituyentes de alimentos de origen vegetal (frutas y hortalizas y
alimentos derivados de ellas), que no son nutrientes y que pueden
proporcionar al alimento unas propiedades fisiolégicas que van mas
alla de las nutricionales propiamente dichas. Dentro de este término
genérico, se incluyen sustancias de diversas familias quimicas, como

son los polifenoles, entre los que se incluyen los flavonoides.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que constan de 15
C, su estructura basica es una benzo-y-pirona (dos anillos aromaticos
unidos por un puente de 3C, es decir, C6-C3-C6) (Figura 14)

(Benavente-Garcia, 2008; Crozier, 2009). Segun la conexién entre los
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anillos B y C, el estado de oxidacién y los grupos funcionales del anillo
C se pueden clasificar principalmente en: flavonoles, flavonas, flavan-3-

ol, antocianidinas, flavanonas, isoflavanonas (Crozier, 2009).

2 q
B
1 5
O
g 6
7 2
A C
6 3
5 4

Figura 14. Esqueleto estructural de los flavonoides

Desde el punto de vista bioquimico, los flavonoides se
caracterizan por poseer una elevada reactividad que se expresa en su
afinidad por unirse a proteinas, a otras macromoléculas biologicas
(hormonas, acidos nucleicos) y a iones divalentes de metales, asi como
por su capacidad para catalizar el transporte de electrones y captar
radicales libres. Estas propiedades pueden dar lugar a efectos
fisiolégicos muy diversos, muchos de los cuales so6lo han podido ser
puestos de manifiesto en ensayos in vitro: inhibicion de enzimas,
actividad antioxidante, efectos antiinflamatorios, accion antibacteriana y
antiviral, secuestro de metales, actividad vascular, etc. (Chung, 1998).
Todos estos posibles efectos hacen de los flavonoides un grupo de
sustancias con un importante potencial terapéutico, y de hecho entran
ya a formar parte de numerosas formulaciones farmacéuticas
comercializadas. Por las mismas razones, ha aumentado su interés
como componentes de los alimentos y justifica su inclusion dentro del
término genérico de fitoquimicos y su papel dentro de alimentos

funcionales.

El centro de atencion sobre los flavonoides ha estado dirigido

ultimamente a su actividad antioxidante, dada su reconocida capacidad
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de atrapar radicales libres, quelar metales y por poseer un bajo
potencial rédox. Un numero importante de especies de oxigeno
altamente reactivas como el oxigeno singlete O2 y 02", OH, NO" y
radicales libres alquil-peroxilo se producen regularmente en nuestro
organismo. Estos pueden dafiar a lipidos, proteinas y ADN e intervenir
en procesos de patogénesis y envejecimiento. De forma general, los
sistemas de defensa fisiolégica frente al dafio generado por estos
radicales se clasifican en tres categorias:

» Antioxidantes, que previenen la formacién de radicales libres.

= Antioxidantes captadores de radicales libres, que inhiben la
iniciacion del proceso oxidativo o bien interfieren en el proceso
de propagacion.

= Antioxidantes, que actuan revirtiendo el proceso de oxidacion.

La ingestion dietética de flavonoides junto con otros
antioxidantes naturales de eficacia comprobada, como las vitaminas C
y E y carotenoides, coadyuvan en esos procesos de defensa. Los
flavonoides se encontrarian dentro de las dos primeras categorias, es
decir, son capaces de prevenir la formacion de radicales libres o bien
actian como captadores de estos radicales una vez formados (Rice-
Evans, 1995; Scalbert, 2005).

En la relacion estructura-actividad existen una serie de
caracteristicas que determinan la efectividad de las moléculas como

antioxidantes:

1. La presencia de sustituyentes con capacidad donadora de
hidrogeno/electrones, y con apropiados potenciales de reduccion
(Bors, 1990).

2. La capacidad para deslocalizar el radical resultante (Bors, 1990).
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3. El potencial de quelacion de metales de transicion, que depende
de la naturaleza y disposicion de los grupos funcionales en la
molécula (Paganga, 1996).

4. La accesibilidad del antioxidante al lugar de accion, que viene
definido por el caracter lipofilico o hidrofilico o coeficiente de
reparto (Niki, 1996).

5. Lainteraccion de los radicales con otras moléculas antioxidantes
(Niki, 1996).

En el caso de los flavonoides se cumplen los dos primeros
requisitos: son antioxidantes hidrogeno-donadores, en virtud de las
propiedades reductoras de los multiples grupos hidroxilos sustituyentes
de los anillos aromaticos y ademas tienen capacidad para deslocalizar

el radical resultante dentro de su estructura (Rice-Evans, 1999).

Existen numerosos trabajos experimentales para dilucidar, tanto
in vitro como in vivo, los efectos de los flavonoides en cantidades
proxima a las aportadas por la dieta o superiores. Estos estudios han
demostrado que los flavonoides que contienen numerosos efectos
biologicos como antioxidantes, antimutagénicos, hipoglicémicas,
antihepatotoxica, fotoprotectores, eliminadores de radicales libres,
antiinflamatorios, antivirales, antiteratdbgenos, inhibidores de la
agregacion plaquetaria, anticancerigenos, estimuladores del sistema
inmune y resultan poco téxicos (Patel, 2007; Benavente-Garcia, 2008;
Alcaraz, 2009; Sanchez- Campillo, 2009;)
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2. FLAVONOIDES EN LA DIETA

La gran mayoria de los estudios observacionales correlacionan
la dieta mediterranea con un menor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias  (Benavente-Garcia, = 2000).
Inicialmente se observdé que una relacion desfavorable de acidos
grasos poliinsaturados frente a los monoinsaturados contribuia
significativamente con otros factores de riesgo conocidos como la
presion sanguinea, la edad, el colesterol sérico, el tabaquismo sobre la
incidencia de la muerta cardiovascular. Aunque se demostré una
asociacion con la dieta, no se pudieron establecer los mecanismos

moleculares subyacentes relacionados con la patologia ateromatosa.

Posteriormente, estudios observacionales, sefalaron una posible
relacion entre vitaminas antioxidantes y la reduccion de la mortalidad

cardiovascular (Khaw, 2001).

Las principales fuentes de flavonoides en la dieta son las frutas y
verduras (cebollas, uvas, manzana, legumbres), el chocolate negro y
las bebidas como el café, el té (negro o verde) y el vino tinto (Manach,
2004; Somerset, 2008; Crozier, 2009). Algunas frutas como las
manzanas o las peras pueden contener de 2 a 4 gramos/ Kg de peso

de polifenoles (Crozier, 2009).

Sin embargo, los alimentos que proporcionan las mayores
cantidades de flavonoides en la dieta puede ser muy variada segun el
pais, asi como en Japon la fuente fundamental de flavonoides es el té,
en Finlandia lo son las frutas y verduras, en EEUU y Australia lo son los
citricos y el té (Chun, 2007). También existe variacion dentro de un
mismo pais, asi en lItalia, en los pueblos del norte los flavonoides
proceden principalmente de frutas, ensaladas y sopas de verduras

(mientras que en el resto proceden del vino tinto.
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Ademas, las concentraciones de flavonoides pueden variar entre
las diferentes variedades de una misma especie o zonas del vegetal;
por ejemplo el tomate cherry presenta hasta 6 veces mas de quercetina
gue otras variedades de tomates (Manach, 2004). También la época
del aflo puede afectar a los niveles de flavonoides en algunas especies,
pudiendo multiplicarse por 5-7 en verano; asi como la exposicion a
cambios de temperatura y la luz, lo que explica que plantas cultivadas
en Espafia puedan contener 4-5 veces mas de flavonoides que
aquellas que crecen en el Reino Unido. También se ha visto que la
forma de preparacion los vegetales puede afectar a su concentracion
en los alimentos (Bergquist, 2005).

La ingesta diaria de flavonoides ha ido variando a lo largo de los
afos, asi en los afios 70, en EEUU, era de aproximadamente 1g/dia
(16% de flavonoles, flavonas y flavononas; 17% de antocianidinas; 20%
de catequinas y 45% de biflanonas). Afios después la ingesta media
estimada en Occidente fue de 100-150mg/dia (Beecher, 2003; Manach,
2004). Diversos estudios en diferentes paises proponen valores
medios de flavonoides en la dieta muy distintos. Asi como en EEUU el
consumo es de 190 mg/dia aproximadamente (Chun, 2007); en
Finlandia y Japon los valores son mas bajos, 24,2 + 26, 7 mg/dia
(Knekt, 2002) y 63 mg/dia (Arai, 2000) y en Australia los valores llegan
hasta 454 mg/dia (Johannot, 2006).

El consumo de los diferentes tipos de flavonoides también se ve
influenciado por los factores culturales. En Asia, donde se consume
una dieta rica en soja, se consume de 25-40 mg/dia de isoflavonas
(Arai, 2000), versus a Espafa, donde se consume de 18-31 mg/dia de
flavonoles y en Italia donde se consume de 5-1250 mg/dia (Manach,
2004).
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3. FLAVONOIDES Y SUS EFECTOS SALUDABLES

+ FLAVONOIDES Y OBESIDAD

La obesidad supone una grave amenaza para la salud publica,
debido al riesgo a desarrollar enfermedades asociadas como la
diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares, alteraciones
inflamatorias, aumento del riesgo de padecer cancer, insuficiencia
respiratoria y osteoartritis, entre otras, y por el elevado coste sanitario
gue se deriva de las mismas (Ballesta, 2006).

Algunos de los flavonoides méas estudiados en el tratamiento de
la obesidad son los extraidos del té (Chin-Lin, 2008) Los compuestos
mayoritarios del te son las catequinas, principalmente (-)-epicatequina
(EC), (-)-epicatequina-3-gallato (ECG), (-) epigalocatequina (EGC) y (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Lin, 2006). Los extractos de hojas
del te mostraron una importante actividad hipolipemiante en ratas
después de 63 semanas de tratamiento (Lin, 1998). Los efectos de las
catequinas purificadas sobre el peso de las ratas también fueron
estudiados (Kao, 2000). Cabe destacar que solamente la inyeccidn
intraperitoneal de EGCG, y no de las otras catequinas (EC, EGC y
ECG), causo una pérdida de peso corporal en ratas de ambos sexos en

un periodo comprendido entre 2 y 7 dias de tratamiento.

Los mismos resultados se obtuvieron suplementando la dieta
con EGCG en ratones alimentados con una dieta rica en grasa (Klaus,
2005). En este ultimo estudio, los animales control ganaron el doble de
peso que los animales tratados con EGCG, aunque la ingesta de
comida no mostro diferencias entre grupos. La pérdida de peso se
debid exclusivamente a una reduccion en la cantidad de grasa corporal
(Klaus, 2005).
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Los mecanismos moleculares encontrados muestran que los
polifenoles del té estimulan la absorcion de glucosa acompafiada de un
reduccion en la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4)
en el tejido adiposo, mientras que en el musculo esquelético el
aumento de absorcidén de glucosa se acompafia de un aumento en la
translocacion de GLUT4 a la membrana celular. En resumen, los
polifenoles del té muestran efectos biolégicos en la prevencion de la
obesidad modulando la absorcién de glucosa en el tejido adiposo y en
el musculo esquelético y suprimiendo la expresion de factores de

transcripcion relacionados con la adipogénesis (Ashida, 2004).

Otros estudios se centran en la modulacion de la actividad de la
lipasa pancreatica (LP) (De la Garza, 2011). Este enzima, sintetizado
en los humanos por el gen PNLIP, posee una funcion clave en la
digestion de los triglicéridos. La LP se secreta al duodeno y es la
responsable de la hidrolisis del 50-70% de la grasas ingeridas (Birari,
2007). Este enzima se utiliza a menudo para evaluar el potencial de
eficacia de productos naturales como agentes antiobesidad (Sugiyama,
2007). El Orlistat® es uno de los farmacos aprobados en Europa que
se utiliza en el tratamiento de la obesidad. Esta molécula inhibe la
actividad de la LP reduciendo la absorcion de triglicéridos. Muchos
polifenoles como los flavanoles, taninos y calconas inhiben la LP
(Birari, 2007; Slanc, 2009). Un flavonoide con actividad inhibitoria de la
LP es la hesperidina, obtenida de la cascara de Citrus unshiu
(Kawaguchi, 1997). Las proantocianidinas reducen la concentracion
plasmatica de triglicéridos bloqueando la absorcion de lipidos de la
dieta (Quesada, 2009) e inhiben enzimas digestivos como la tripsina, la

amilasay la lipasa.
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+ FLAVONOIDES Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Existen estudios que demuestran que el consumo de
flavonoides disminuye el riesgo de mortalidad y morbilidad de
enfermedades cardiovasculares (Grassi, 2009). Los polifenoles han
recibido una gran atencién en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, derivada en parte de la llamada paradoja francesa,
gue se ha justificado en principio debido a la proteccion antioxidante
gue ofrecen los polifenoles presentes en el vino y las verduras. Tal vez
el compuesto mas estudiado en este contexto es el resveratrol. Se ha
demostrado que el resveratrol ejerce efectos protectores en el modelo
de ratones deficientes en la apolipoproteina E (Do, 2008), actuando en
la concentracion sanguinea de lipidos y sobre el desarrollo de la placa

ateroesclerotica.

El mecanismo parece ser, al menos en parte, antiinflamatorio, ya
gue disminuye la expresion de ICAM-1 (intercelular adhesion molecule
1) y VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) en los vasos
sanguineos. Sin embargo, el resveratrol no afecté a los niveles
sanguineos de lipidos en conejos hipercolesterolémicos (Wilson, 1996)
0 en ratas normales (Turrens,1997) , aunque mejora la concentracion
lipidica en sangre en ratas Zucker, un modelo animal de obesidad que,
en avanzada edad, muestran algunas alteraciones similares a las
observadas en la diabetes tipo Il (Rivera, 2009). Esta molécula también
reduce la infiltracion celular, la fibrosis y la expresion de citoquinas
inflamatorias en un modelo de miocarditis autoinmune (Yoshida, 2007).
Otros polifenoles como la miricetina y la fisetina reducen la oxidacion
de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) y disminuyen la expresion
de CD36 (Lian, 2008). Ambas acciones favorecen la reduccién de la
formacion de células espumosas y por lo tanto son considerados

protectores frente a la aterosclerosis.
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Otra forma que tienen los flavonoides de evitar la oxidacién de
las LDL es mediante el bloqueo de mieloperoxidasa de los neutrofilos.
Este efecto es menos importante en los metabolitos de los flavonoides
(Loke, 2008a), que por lo general son menos bioactivos que sus
precursores en forma de aglicona intacta (Loke, 2008b). Cabe sefalar
también que los macréfagos ubicados en las placas de ateroma
pueden absorber conjugados de quercetina y convertirlos de nuevo a
guercetina activa (Kawai, 2008a). EI mismo mecanismo (prevencién de
la oxidacion de las LDL y reduccion de la expresion de CD36) se ha
descrito para ECG que, curiosamente, parece ejercer esta accion
especificamente en las lesiones ateroscleréticas (Kawai, 2008b). Lo
mismo ocurre con el kaempferol y la rhamnocitrina (Tu, 2007), la
guercetina (Terao, 2008) , e incluso la quercetina-3-glucuronido (Kawali,
2008). Otros mecanismos de proteccion incluyen la activacion del
ABCAl (ATP-binding cassete, member 1), lo que posiblemente
aumente la concentracion sanguinea de las HDL; la menor produccion
de NADPH oxidado (Romero, 2009) actividades antiaterotrombadticas
(Jin, 2008) e inhibicion de la proteina C reactiva (Kaur, 2007).

La quercetina ha demostrado disminuir el riesgo de morir por
isquemia cardiaca y un consumo elevado de flavonoles y flavonas
previene la muerte por enfermedades coronarias o el infarto de
miocardio (Hirvonen, 2000). Es probable que parte de estos efectos
protectores se deban a las acciones de estas moléculas sobre los
niveles de colesterol plasmatico (Arai, 2000), donde se ha visto una
correlacién inversa entre el total de flavonoides en la dieta y las

concentraciones plasmaticas de colesterol total y colesterol LDL.

91



Antecedentes

+ FLAVONOIDES Y ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO (NAFLD)

El higado es el principal 6rgano metabdlico y lleva a cabo una
gran variedad de funciones bioguimicas necesarias para la
homeostasis metabdlica. Este érgano es sensible a muchos procesos
patoldgicos, siendo la NAFLD la causa mas comun de disfuncion
hepética (Vinaixa, 2010).

La NAFLD describe una condicibn clinico patoldgica
mayoritariamente asintomatica, caracterizada por una significativa
acumulacion de lipidos en forma de vesiculas en los hepatocitos del
parénquima del higado y en ausencia de un consumo de alcohol
significativo (Neuschwander, 2003; Kleiner, 2012).

Estudios recientes demuestran que algunos polifenoles (Baur,
2006; Mulvihill, 2009) o extractos de polifenoles (Feillet-Coudray, 2009;
Xu, 2009) pueden impedir, al menos parcialmente, la esteatosis
hepatica inducida por dietas ricas en grasa. De hecho, los polifenoles
pueden actuar sobre el metabolismo lipidico incidiendo en la actividad
del enzima desaturasa. Por ejemplo, algunos polifenoles reducen la
expresion del gen de la A-9 desaturasa (estearoil-CoA desaturasa 1,
SCD1) 68,133 y de la A-6 desaturasal34. Los polifenoles también
pueden actuar sobre las vias de sefializacién del metabolismo lipidico,

incluyendo la sintesis y degradacion de estos.

Diferentes estudios (Hou 2008; Paur, 2008) demostraron que
niveles elevados de glucosa inhiben la actividad de la AMPK y la
fosforilacién de la acetil-CoA carboxilasa, aumentando por lo tanto el
contenido de lipidos en los hepatocitos. Sin embargo, la administracion
de polifenoles revirtié la inhibiciéon de la actividad de la AMPK y la

fosforilacidon de la acetil-CoA carboxilasa (Zang, 2006).
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Por otra parte, se ha demostrado que los polifenoles estimulan la
AMPK y evitan la acumulacion de lipidos en los hepatocitos,
probablemente mediante la activacion de sirtuina-1 deacetilasa (Hou,
2008). Como las mitocondrias son un organulo clave en el metabolismo
lipidico y la principal fuente de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno en los hepatocitos, se postulan como candidatas para
desempefiar un papel central en la progresiébn de la esteatosis a
esteatohepatitis no alcohdlica y cirrosis. Algunos polifenoles también
han demostrado capacidad para modificar la actividad mitocondrial y
aumentar la mitocondriogénesis (Csiszar, 2009). Este efecto puede
aumentar el catabolismo de lipidos mitocondrial y por lo tanto, atenuar
la acumulacion hepética de acidos grasos. La activacion de AMPK
puede considerarse una diana terapéutica adecuada para tratar esta
enfermedad, y los polifenoles son compuestos naturales que actian

directamente sobre esta proteina.

+ FLAVONOIDES Y DIABETES

Hay una gran evidencia epidemiologica de que las dietas
ricas en frutas y verduras pueden reducir la incidencia de las
enfermedades no transmisibles como la diabetes. Estos efectos
protectores se atribuye, en parte, a los metabolitos fendlicos

secundarios (Crozier, 2009).

Se ha postulado que la suplementacion con compuestos
antioxidantes dietéticos, tales como acido ascoérbico y vitamina E
puede ofrecer algo de proteccién contra las complicaciones que
provoca la diabetes (retinopatia, nefropatia y enfermedad coronaria)
a través de su papel como inhibidores de la glicosilacion y como
captadores de radicales libres. Comenzaron a existir intereses en la
utilizaciéon de sustancias antioxidantes que no fuesen vitaminas

tales como flavonoides y polifenoles en la reduccion del efecto
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negativo del estrés oxidativo y los radicales libres en pacientes
diabéticos.

Muchas plantas han sido tradicionalmente utilizadas en el
tratamiento de la diabetes. Los polifenoles contenidos en estas
plantas pueden explicar parte de su actividad terapéutica. Los
polifenoles pueden afectar la glucemia a través de diferentes
mecanismos, incluyendo la inhibicion de la absorciéon de glucosa en
el intestino o de su absorcién por los tejidos periféricos. Los efectos
hipoglucemiantes de las antocianinas diacetiladas en una dieta a una
dosis de 10 mg/kg se observaron con maltosa como fuente de
glucosa, pero no con sacarosa 0 glucosa (Matsui, 2002). Esto
sugiere que estos efectos son debidos a una inhibicion de la a-
glucosidasa en la mucosa intestinal. La inhibicion de la a-amilasa y
de la sacarasa en ratas por catequina en una dosis de
aproximadamente 50 mg/kg de dieta o superior también se observo.
La inhibicion de glicosidasas intestinales y transportador de glucosa

por los polifenoles se ha estudiado in vitro. (Gee, 2000).

Los polifenoles no sélo podrian inhibir la absorcion de glucosa
en el intestino delgado, sino que también podrian limitar su

reabsorcion en el rifidn (Matsui, 2002).
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4. ESPECIES VEGETALES A ESTUDIO

s EXTRACTO DE FRESNO (E. FRESNO)

El Extracto de Fresno
proviene del polvo de la planta
Fraxinus excelsior L. Pertenece a
la familia de las Olanaceas,
también conocida como fresno
comun o fresno europeo. El
extracto esta caracterizado por
diferentes tipos de componentes

incluyendo secoiridoides,
glucosidos, cumarinas,
flavonoides, feniletanoides,

benzoquinonas, derivados del

indol 'y compuestos fendlicos

simples.

Los ingredientes activos contenidos en el E. Fresno son los
sercoiridoidies, nuzhenida y GI3. El E. Fresno fue notificado con éxito
como un ingrediente alimentario para su uso en complementos

dietéticos en la Unidn Europea.

Descripcion botanicay usos en la medicina herbal tradicional

La planta F. excelsior L. de la familia Olanacea, también es
conocida como fresno comun o fresno europeo, es distribuido a lo largo
de las zonas templadas de Asia, Europa y de la region del sudeste de
Marruecos (Tafilalet) (Bai, 2010). Se trata de un arbol caduco que
puede crecer entre 20 y 35 pies de altura y cuyas hojas estan

dispuestas en forma pinnada y agrupadas en grupos de 9 o 13 (Wright,
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2007). Tradicionalmente, las semillas de Fraxinus excelsior L. se han
consumido como frutos encurtidos y como condimentos en la Union
Europea. Extractos de las semillas y las hojas de Fraxinus excelsior
también han sido usadas en la medicina popular en Marruecos por sus
propiedades antihiperglucémicas (Eddouks, 2004; Eddouks, 2007).
Los extractos de las semillas son caracterizados por diferentes clases
de compuestos incluyendo glucosidos secoiridoides, cumarinas,
flavonoides, feniletanoides, benzoquinonas, derivados del indol y
compuestos fendlicos simples (Bai, 2010).

Farmacologia in vitro e in vivo

El E. Fresno se estudia para su uso en el manejo de los
factores de riesgo asociados con el sindrome metabdlico, como la
obesidad, hiperglucemia y la hipertension. También para aumentar la
pérdida de peso en personas con sobrepeso por la inhibicién de la
diferenciacion de adipocitos y por la inhibicion del metabolismo de los
lipidos a través del aumento de la modulaciébn de la via de
sefalizacion del PPARaq, la cual esta involucrada en la regulacion del
metabolismo de lipidos y la homeostasis energética (Bai, 2010). Se ha
propuesto que el E. Fresno posee un efecto de disminucion de los
niveles de glucosa en sangre en individuos hiperglucémicos; el
mecanismo de accién actualmente se desconoce, pero puede estar
implicado en la reabsorcién renal de la glucosa (lIbarra, 2011). Segun
el estudio de Eddouks et al., podemos observar que el E. Fresno tiene
un efecto de disminucion de los niveles de glucosa en sangre,
particularmente en pacientes con hipertension. Este resultado puede
surgir, al menos, en parte como consecuencia del efecto diurético que
posee dicho producto (Eddouks, 2005).
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% EXTRACTO DE SPERGULARIA (E. SPERGULARIA)

Spergularia purpurea es
una planta lisa, sin hojas o
pubescente, perteneciente a
la familia Caryophyllaceae. Es
originaria de Asia, Europa y
Marruecos. Se encuentra en
bordes de caminos, céspedes,
en todo caso en lugares
despejados, arenosos,
soleados, sin vegetacion alta

en su entorno. Florece a final

de primavera y en verano.

Descripcion botanicay usos en la medicina tradicional

Es una plantita endeble, rastrera y derecha, con pelillos
glandulosos en tallos, hojas y céliz, pequeia, entre 6-15 cm de altura,
ramosa, enmarafiada, con numerosos tallos que se originan
radialmente desde la cepa. Cespitosa y se multiplica con gran facilidad.
Numerosas flores casi desde la base de los tallo. Es muy delicada, y
sus flores se cierran con facilidad. Flor con 5 pétalos redondeados, de
color purpura rosado, de 3-6 mm de longitud, iguales o mas largos que
los sépalos, estos de color verdoso con bodes escariosos, translicidos
y con pelillos glandulosos. Tiene 10 o menos estambres con antera
amarilla y 3 estilos. El fruto es una capsula que se abre facilmente, de
arriba abajo por 3 valvas. Dentro hay una pifia con numerosas semillas
aplanadas, con borde alado, de 0,3-0,5 mm de didmetro, de color pardo
oscuro al madurar. Hojas lineares, carnosas, de secciéon ovalada, con

pelillos y de 3-7 mm de longitud, en hacecitos alrededor de nudos, con
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estipulas triangulares plateadas. Tallos muy endebles, con pelillos y
numerosos nudos (Bruno, 2002)

Existe documentacion en la cual se habla de la utilizacion del E.
Spergularia purpurea en la medicina tradicional marroqui; se prepara
en extracto acuoso a partir de toda la planta y se utliza en el
tratamiento de la enfermedad renal, hipotension, y la diabetes (Jouad,
2001a; Eddouks, 2002), y también se utiliza tradicionalmente como

antiséptico, diurético, el apoyo del sistema nervioso y sedante.

Farmacologiain vitro e in vivo

El extracto de E. Spergularia purpurea de Naturex S.L se ha
probado in vitro en diversos ensayos, lo que ha permitido demostrar su
actividad (22% del extracto y 16% de fenofibrato, la droga mas fuerte
de referencia). PPAR-a y PPAR-y son receptores nucleares
relacionados con el control de la lipidemia, colesterolemia y glucemia.
Se ha demostrado que el E. Spergularia purpurea puede promover la
secrecion de glucagon similar al péptido-1 (GLP-1) en las células STC-
1 (células neuronales murinas enteroendocrinas) de una manera
dependiente de la dosis. Las células que se incubaron con 100 ug//mL
de E. Spergularia mostraron un incremento del 40% en la produccion
de GLP-1, comparadas con las células que no fueron expuestas a la E.

Spergularia.

Los estudios in vivo han demostrado que el E. Spergularia,
administrado a 10 mg/kg, reduce significativamente la glucosa en
sangre en ayunas (p< 0,01) y reduce significativamente el peso
corporal (p< 0,01), el 4% en ratas normales y el 16% en ratas a las
cuales se les habia inducido la diabetes después de 15 dias de
tratamiento (Jouad, 2000). Ademas, se ha encontrado una actividad
reductora de colesterol del E. Spergularia purpurea en ratas normales y

en ratas con diabetes reciente (Jouad, 2003).
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El glucagbn como el péptido-1 (GLP-1) es una hormona
gastrointestinal, secretada principalmente después de las comidas, lo
que aumenta la glucosa inducida por la secrecion de insulina e induce
la saciedad (Rotella, 2005). GLP-1 también estimula la utilizacién de
glucosa por aumento de sensibilidad a la insulina e inhibe la liberacion
de glucagén, inhibiendo con ello la via de glucogénesis (Holst, 2008).
Esta via podria ayudar a explicar las disminuciones significativas en los
niveles de glucosa en sangre observados previamente (Jouad, 2000).
La capacidad del E. Spergularia para secretar GLP-1 podria explicar,
en parte, el efecto reductor de la glucemia observado en ratas
normales y ratas a las que se le ha inducido la diabetes por la
administracion oral (Jouad, 2000), reduccion de colesterol (Jouad,
2003), y la reduccion del peso corporal en ratas (Jouad, 2000).

Ademas, en otro estudio se administro el E. Spergularia
purpurea y placebo a ratas normales, observando que el volumen de
orina fue significativamente mayor en 4 semanas de tratamiento,
demostrando el efecto diurético del E. Spergularia (Jouad, 2001b).
Asimismo, los efectos antihipertensivos y diuréticos de los flavonoides
estraidos del E. Spergularia purpurea Pers. (SP) fueron estudiados
ambos en ratas normotensas (NTR) y en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR). La administracion oral diaria de la mezcla de
flavonoides (5 mg/kg durante una semana) mostré una disminucién
significativa de la presion arterial con el coeficiente de variacién (A) de
20mmHg en las ratas SHR y de 11mmHg en las ratas NTR. La presion
arterial sistdlica y diastélica se redujo significativamente vy
respectivamente con un 17 y 24% en las ratas SHR y un 11 y 16% en
las ratas NTR (Jouad, 2001c). También se observé un efecto diurético

adicional.

Por lo tanto, el E. Spergularia es un buen candidato para
controlar los efectos negativos del sindrome metabdlico, tales como la

hiperglucemia, hipertension y niveles altos de colesterol.
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% EXTRACTO DE GRANADA (E. GRANADA)

El Extracto de Granada
se obtiene de la corteza de
Punica granatum. Son ricos en
polifenoles, especialmente
taninos, taninos elagicos,
antocianinas, catequinas |y
acidos galico y elagico. El E.
Granada tiene un largo historial
de consumo humano como tal,
como jugo o afadido como
componentes de complementos

alimenticios o dietéticos.

El &cido punico (PUA), también conocido como acido
trichosanico, es un trieno conjugado de acido graso que se encuentra
naturalmente en altas concentraciones en la semilla de Punica
granatum (Sassano, 2009) y Trichosanthes kirilowii (Joh, 1995). PUA
constituye 64-83% de los el aceite de semilla de granada (Kaufman,
2007). Ademas de PUA, el E. Granada también contiene en menor
cantidad isémeros de acido linoleico incluyendo el acido eleosteérico
(ESA) y acido catalpico (CAT) (Sassano, 2009). Los fitosteroles (beta-
sitosterol, campesterol y estigmasterol) también se encuentran en una
alta concentracion en el E. Granada (4089-6205 mg/kg de E. Granada)
(Kaufman, 2007), todos estos compuestos puede contribuir al espectro

general de los beneficios de salud observados.

100



Antecedentes

Descripcion botanica

Se trata un atractivo arbusto o arbol pequefio, de 20 o 30 pies (6
0 10 metros) de alto, el arbol de Granada es muy ramificado, mas o
menos espinosos y con una vida muy larga, algunos especimenes en

Versalles se sabe que han sobrevivido por dos siglos.

Las hojas son perennes o caducas, opuestas o en verticilos de 5
o0 6, de tallo corto, oblongo-lanceoladas, de unos 10 cm de largo. En la
punta de las ramas se encuentran flores vistosas, solas o0 en racimos
de hasta 5 flores. Las flores son de unos 3 cm de ancho y se
caracteriza por el espesor, caliz tubular, de 5-8 sépalos carnosos y
puntiagudas formando un jarron del que emergen los 3 a 7 plisados,
pétalos de color rojo, blanco o abigarrado que encierra el humerosos
estambres. La fruta tiene una piel dura en forma de céascara, con el
fondo de color mas o menos amarillo y rojo profundo. El interior esta
separado por paredes membranosas Yy el tejido blanco esponjoso en
compartimentos llenos de bolsas transparentes llenas de sabroso,
carnoso y pulpa jugosa. En cada saco, hay una semilla de color blanco
o rojo, angular, blando o duro.lLas semillas representan

aproximadamente 52% del peso de la fruta entera.

Punica granatum y la medicina tradicional

Antes de que sus propiedades medicinales fueran descritas, el
E. Granada era considerado sagrado por muchas de las principales
religiones del mundo. El E. Granada representa la vida, la regeneracién
y el matrimonio en la mitologia griega, la invencibilidad de la mitologia
persa, y la esencia de la influencia favorable en el arte budista. El E.
Granada simboliza la fertilidad, la abundancia y la prosperidad en
Japon y el arte chino, asi como entre los beduinos de Oriente Medio, la

resurreccion y la vida eterna en el arte cristiano. EI E. Granada
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pertenece a los jardines celestiales del paraiso descrito en el Coran y
sus frutos decoran los pilares del templo del rey Salomoén y los trajes e
insignias de los reyes judios y sacerdotes. En la medicina tradicional, el
pericarpio del E. Granada se utiliza para el tratamiento de bronquitis,
fiebre, enfermedades gastrointestinales, menorragia, infecciones del
tracto respiratorio, erupciones cutaneas, infecciones vaginales y
lombrices. Su uso, tal como se describe en las farmacopeas, cubre el
tratamiento oral de la diarrea crénica, la disenteria, la gingivitis y
parasitos intestinales sobre plantas medicinales seleccionadas.

Farmacologia in vitro e in vivo

In vivo, los E. Granada han demostrado actividad antioxidante, el
oxido nitrico protege de la destruccion oxidativa y reduccion de estrés
oxidativo de los macrofagos (Gil, 2000; Cerda 2003b; Ignarro, 2006; Li,
2006; Rozenberg, 2006; Aviram, 2008). Otros estudios demostraron
gue el E. Granada puede retardar la proliferacion de células de cancer
de prostata (Malik, 2005; Pantuck, 2006; Malik, 2006) a través de la
inhibicion de CYP1B1 (Kasimsetty, 2009) asi como células de cancer
de colon (Kasimsetty, 2010). Se ha sugerido que los efectos
antioxidantes / antiaterogénicos ejercidos por el jugo de Granada
podria ser debido a la presencia de azucares complejos Unicos y / o
azucares fenolicos (Rozenberg, 2006). Las punicalaginas fueron
sugeridas como los activos de los elagitanos anoméricos responsables

de mas del 50% del potencial antioxidante del jugo (Cerda, 2003a).

Estudios recientes han mostrado que el E. Granada produce una
disminucién en la ganancia de peso y resistencia a la insulina en
ratones (Vroegrijk, 2011). De acuerdo con estos resultados, otros
estudios han mostrado mejorar la tolerancia a la glucosa y supresion
de la obesidad relacionada con la inflamacién (Hontecillas, 2009). En

este estudio se demostré que algunos de los efectos beneficiosos del
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E. Granada estan mediados por la activacion de PPAR y (Hontecillas,
2009). Otros estudios han encontrado que el E. Granada inhibe el TNF-
a inducido por hiperactivacion de neutréfilos y  protege de la
inflamacion colénica experimental en ratas (Boussetta, 2009). El E.
Granada mejora la inflamacién inducida por cancer colorrectal en ratas
(Kohno, 2004a) y la ESA (&cido eleostearico) rica en aceite de semilla
de calabaza amarga aminora carcinogénesis colonica y regula
positivamente la expresion de PPAR y en ratas (Kohno, 2004b). El
acido catalpico disminuye la grasa abdominal, mejora la tolerancia a la
glucosa y tejido adiposo PPAR y en dos modelos de raton de la
obesidad (Hontecillas, 2008). Los acidos grasos conjugados tales como
el &cido linoleico y acido linolénico han atraido recientemente
importante atencion debido a sus beneficios para la salud en una
variedad de modelos de enfermedades inflamatorias y metabdlicas
cronicas. El acido linoleico ejerce sus acciones sensibilizantes a la
insulina y anti-inflamatorias a través un mecanismo dependiente de la
activacion de la proliferacion de PPAR y (Moya-Camarena, 1999;
Bassaganya-Riera, 2004). El acido linoleico esta presente en el E.
Granada (Sassano, 2009).

Otros estudios en animales se han centrado en el efecto de la
granada en la hipertension y la funcion arterial. En ratas Wistar
diabéticas, una administracion cronica del E. Granada (100 mg/kg y 300
mg/kg; durante 4 semanas) redujo la presion sanguinea arterial media
y revirtid los cambios bioquimicos inducidos por la diabetes y
angiotensina Il, probablemente por la inhibicién de la actividad de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Mohan, 2010). En ratas
Zucker obesas, la suplementacion con E. Granada disminuyo
significativamente la expresién de marcadores de inflamacion vascular,
trombospondina y citoquinas TGFbetal (p < 0,05) y aumenté la
expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial. El nitrato del plasma y

los niveles de nitrito se incrementaron de manera significativa por los
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extractos de fruta del E. Granada. Este estudio concluy6 diciendo que
E. Granada pueden ejercer efectos beneficiosos sobre la presion
arterial en ratas Zucker obesas (de Nigris, 2007). Estudios realizados
en ratones ateroscleréticos que fueron alimentados con E. Granada o
jugo a unos niveles de 200 ug de equivalente de &cido galico al dia
durante 3 meses mostraron una disminucion de tamafio de la lesion
aterosclerdtica sin efectos significativos en los niveles séricos de
colesterol, triglicéridos y glucosa. Ademas, el zumo de E. Granada
disminuye el colesterol sérico y la peroxidacién lipidica y aumenta los
niveles séricos de paraoxonasa en ratones. La captacion de LDL se
redujo en 27% en los macrofagos peritoneales de ratones en
comparacion con ratones tratados con placebo (Aviram, 2008).

Extractos de granada también han demostrado efectos
beneficiosos sobre las funciones cardiovasculares (Larrosa, 2010).
Varios estudios en humanos se llevaron a cabo de forma segura
utilizando zumo de E. Granada, lo que demuestra sus efectos
beneficiosos sobre el tiempo de coagulacion (Polagruto, 2003), los
niveles de LDL (Esmaillzadeh, 2004), isquemia inducida por esfuerzo
(Sumner, 2005), la oxidacion lipidica (Guo, 2008; Rock, 2008), la fuerza
muscular esquelético (Trombold, 2010) y la hipertension (Aviram, 2001;
Aviram, 2004). Los E. Granada han demostrado potencial
guimioprevencién en varios estudios in vivo e in vitro sobre el cancer de
colon (Kasimsetty, 2010), el cancer de mama (Khan, 2009), asi como el
cancer de prostata (Malik, 2005; Malik, 2006; Pantuck, 2006;
Kasimsetty, 2009).
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% CITROLIVE

Es un extracto
combinado de frutos citricos
y hojas de olivo, Olea
Europaea, que contienen
isoflavonas y flavononas,
que combina las
propiedades antioxidantes,
hipolipidémicas y
antiaterogénicas de los

principios activos contenidos

en estas plantas.

Los principales principios activos de Citrolive son hidroxitirosol y
oleuropeina. Numerosos estudios realizados tanto en animales como
en voluntarios humanos han demostrado la capacidad de Citrolive para
reducir los niveles plasmaticos de triglicéridos y LDL-Colesterol
oxidado, mejorando el perfil lipidico y disminuyendo el indice
aterogénico. Ademas nuestros estudios de toxicidad aguda han
demostrado la seguridad del producto incluso cuando se ingiere en

elevadas dosis (Nutrafur S. L).

El principal componente activo del extracto de hoja de olivo es la
oleuropeina, un producto natural del grupo secoiridoides. Es el
responsable del sabor amargo que se encuentra en la pulpa de las
aceitunas verdes y en las hojas de los olivos. En la hidrdlisis, la
oleuropeina puede producir otras sustancias bioactivas como el acido
elenoico y 3,4-hidroxifenil (hidroxitirosol). Los estudios han demostrado
gue la oleuropeina posee una gran variedad de propiedades
farmacologicas en las que se pueden incluir antioxidante,

antitrombético, antiarritmico, espasmolitico, inmunoestimulante,
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cardioprotector, hipotensor y efectos anti-inflamatorios (Hamden, 2009;
Jemai, 2009; Omar, 2010).

Las hojas de Olivo (Olea Europaea L.) han sido ampliamente
utilizadas en los remedios tradicionales en los paises europeos y
mediterraneos como Grecia, Espafa, ltalia, Francia, Turquia, Israel,
Marruecos y Tunez. Se han utilizado en la dieta humana como un
extracto, un té de hierbas, y un polvo, y que contienen muchos
compuestos potencialmente bioactivos que pueden tener propiedades
antioxidantes, antihipertensivos, antiaterogénicas, propiedades anti-
inflamatorias, hipoglucemiantes y hipocolesterolémico. Uno de estos
compuestos potencialmente bioactivos es la oleuropeina secoiridoides,
gue puede constituir hasta un 6-9% de la materia seca en las hojas.
Otros componentes bioactivos que se encuentran en las hojas del olivo

son secoiridoides relacionados, flavonoides y triterpenos.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo ha consistido en analizar el
efecto de cuatro clases de compuestos fendlicos: E. Fresno, E.

Granada, E. Spergularia y Citrolive en un modelo experimental de ratén
obeso y diabético LepR®®,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para la obtencion de dicho propdsito nos propusimos los
siguientes objetivos especificos a través de:

1) Estudio de las variables morfologicas, mediante:
» Valoracion de la evolucion del peso corporal.
» Estimacion del indice de conversion alimenticio.

» Peso relativo de los 6rganos al sacrificio.

2) Determinacion del perfil lipidico:
» Parametros plasmaticos bioquimicos: colesterol total,
C-HDL, acidos grasos libres y triglicéridos.
» Estudio histologico del higado.

3) Determinacion plasmatica de marcadores relacionados con
la obesidad:

» Factor necrosis tumoral alfa (TNF-a).

» Adiponectina.
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4) Parametros cardiovasculares:
» Presion arterial sistélica, diastolica y media.

» Determinacién plasmética de homocisteina.

5) Pardmetros relacionados con la resistencia a la insulina:
» Glucosa.

Hemoglobina glicosilada.

Insulina.

Parametro HOMA-IR.

YV V VYV
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Material y métodos

A. MATERIAL
1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el desarrollo del estudio se utilizaron 60 ratones BKS
mouse strain hembras homozygous db/db (Lepr® / Lepr®),
procedentes de Jackson Laboratorios, de cinco semanas de vida y un
peso medio al comienzo de los experimentos de 30g. Estos animales
poseen un gen alterado que se localiza en el cromosoma 4 y codifica
una mutacién puntual (G a T) en el gen del receptor de la leptina,
dando lugar a un déficit de sefalizacion de dicha hormona adipocitaria.
La mutacion db/db muestra muchas de las caracteristicas de la DM2
humana. El gen de la diabetes (db) se trasmite de modo autosémico
recesivo. Los ratones db son insensibles al suministro de leptina
exdgena. Estos animales primero sufren obesidad precoz con
hiperinsulinemia, posteriormente desarrollan diabetes y finalmente fallo
pancreatico y muerte por diabetes descompensada. En estos
especimenes la hipersecrecion de insulina es un hecho comun, por lo

menos en el comienzo.

Los animales fueron alojados en grupos de 5 ratones en cajas
de 480 x 270 x 200 cm en rack ventilado y utilizados siguiendo las
normas de la UE para la proteccion de animales utilizados en
experimentacion (86/609/CEE). Las condiciones ambientales se
mantuvieron de manera constante a lo largo de todo el estudio,
consistiendo en ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad,
temperatura estable entre 22-24°C, humedad constante entre 55%-
10%, en el Servicio de Animales de Laboratorio del Servicio de Apoyo a
la Investigacion (SAI) de la Universidad de Murcia. Cada ratén fue

identificado mediante numeracion en las orejas.
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Todos los experimentos fueron aprobados por el comité ético
local y en todos los procedimientos se respetd la normativa sobre la
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos (R.D. 1201/2005).

2. APARATOS

- Glucometro: “Sistema de monitorizacion de glucemia”, ACCU-
CHEK, Compact Plus, Laboratorio: Roche, Mannheim, Alemania.

- Tiras reactivas: Para la determinacion de la glucosa, Sélo para
ACCU-CHEK, Compact Plus, Laboratorio: Roche, Mannheim,
Alemania.

- Balanza de peso Scout Pro, de 0-400g.

- Tubos para la extraccion de sangre capilar: Microvette ® CB 300
SARSTEDT

- Rack ventilador: “Touch Slim Plus”, Laboratorio: Tecniplast,
Buguggiate, Italia.

- Medidor de Presion Arterial Indirecta “Panlab Harvard” Barcelona,
constituido por:

= Equipo de medicién LE5001.

= Manguito& Transductor LE5160M para ratén y rata
hasta 150g.

= (Cepo para ratones LE5016.

= Calentador/conmutador automatico para 6 ratones o
ratones. LE56506.
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Imagen 2: Medidor de presién indirecta. Equipo de medicion LE5001 (A), cepo y
manguito transductor para raton (B) y Calentador/Conmutador para 6 ratones/ratas

(©).

- Kit de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)
(Zeleste Diagnostic, ETYCA RESEARCH, Barcelona) para la
determinacion de Acidos grasos libres, adiponectina, TNF-a e
insulina.

- Espectrofototometro OMEGA BMG LabTech Alemania.

- Centrifugadora Spectrafuge Mini Labnet International, Inc,
Barcelona

- Microscopio Optico (Servicio Universitario de Microscopia, SAl,
Universidad de Murcia): Leica DM 6000B, Laboratorio: Leica
Microsystems AG., Solms, Alemania.

- Camara del microscopio (Servicio Universitario de Microscopia,
SAl, Universidad de Murcia): Leica DFC280, Laboratorio: Leica
Microsystems AG., Solms, Alemania.

- Programa de medida (Servicio Universitario de Microscopia, SAl,
Universidad de Murcia): Leica QWINV3, (V 2.5.0 R1). Laboratorio:

Leica Microsystems AG., Solms, Alemania.
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3. AGENTES DE TRATAMIENTO

- Extracto de Fresno (E. Fresno): Corteza de la semilla del fresno,
Laboratorio Naturex S.L, Avignon, Francia.

- Extracto de Spergularia (E.Spergularia): Spergularia Purpurea,
Laboratorio Naturex S. L, Avignon, Francia.

- Extracto de Granada: Punica granatum, Laboratorio Naturex S. L,
Avignon, Francia.

- Citrolive®: Extracto combinado de frutos citricos y hojas de olivo,
Laboratorio Nutrafur S. L, Alcantarilla, Murcia, Espafia

“ EXTRACTO DE FRESNO (E. FRESNO)

El E. Fresno es un extracto acuoso natural producido por las
semillas de Fraxinus excelsior L. (0 semillas de fresno europeo) de
Marruecos (planta: extractos de relacion entre 5:1 y 7:1). Es un polvo
de color entre beis y marrén claro y con un sabor caracteristico. El E.
Fresno se compone de secoiridoides, principalmente nuzhenida (>7%)
y GI3 (>4%) y son los ingredientes activos. La estructura quimica de

los dos principales componentes se presentan a continuacion:
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Figura. 15 Estructura quimica: Nuzhenida (A) y estructura quimica: GI3 (B).
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+ EXTRACTO DE SPERGULARIA (E. SPERGULARIA)

Spergularia purpurea es una planta lisa, sin hojas o pubescente,
perteneciente a la familia Caryophyllaceae. Es originaria de Asia,
Europa y Marruecos. Se encuentra en bordes de caminos, céspedes,
en todo caso en lugares despejados, arenosos, soleados, sin

vegetacion alta en su entorno. Florece a final de primavera y en verano.

“ EXTRACTO DE GRANADA (E. GRANADA)

El E. Granada se obtiene a partir de la corteza de Punica
granatum L. (planta: relacion extracto entre 5:1 y 7:1). La extraccion del
disolvente contiene 70% de etanol / 30% de agua. Los polifenoles del
E. Granada, en patrticular elagitaninos, taninos hidrolizables que liberan
acido elagico en el tracto gastrointestinal pueden estar implicados en
los beneficios cardiovasculares de los E. Granada (Espin, 2007).
Punicalaginas son elagitaninos especificos del E. Granada. El zumo de
E. Granada puede contener 2020-2660 mg/L de elagitaninos y acido
elagico, y 1500-1900 mg/L de punicalaginas (Gil, 2000; Larrosa, 2010).
La punicalagina es unica para la fruta del E. Granada y puede ser
utilizado como un marcador de control de calidad para el jugo o
extracto (Zhang, 2009).
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Figura.16 Estructuras quimica de los compuestos del E. Granada.

+ CITROLIVE®

Citrolive® contiene cuatro grupos de compuestos
principalmente:  oleuropeosides (oleuropeina 'y verbascoésido);
flavanonas (naringina, neohesperidina, neoeriocitrin y hesperidina),
flavonas (luteolina-7-glucdsido, apigenina-7-glucésido, diosmetina-7-
glucésido, luteolina y diosmetina) y fenoles sustituidos (tirosol,
hidroxitirosol, acido vinilico y acido cafeico). Para la cuantificacion de
compuestos fendlicos en extracto Citrolive, el compuesto se disolvié en
dimetilsulféxido (DMSO) en la proporcién de 5 mg / ml, esta solucién se
filtr6 a través de una membrana de nylon 0,45 um. La abundancia
(contenido absoluto) de los compuestos principales en Citrolive® se

determind por HPLC y se muestran en la tabla 7.
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Compuestos fendlicos

% Absoluto

Hydroxytyrosol
Tyrosol
Caffeic acid
Vanillic acid
Neoeriocitrin
Luteolin 7-O-glucoside
Verbascoside
Naringin
Hesperidin
Neohesperidin
Apigenin 7-O-glucoside
Diosmetin 7-O-glucoside
Oleuropein
Luteolin

Diosmetin

0.84
0.24
0.21
0.35
0.41
0.52
0.62
3.89
0.61
1.93
0.82
0.31
15.74
0.15

0.04

Tabla 7: Abundancia de los principales compuestos fenélicos presentes en el extracto

Citrolive®.

Compuesto fendlico / contenido

promedio (%)

Estructura quimica

Oleuropein/12-16
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Apigenin-7-glucoside/0-1

Luteolin-7-glucoside/0-1

Neoeriocitrin/0-1

Hesperidin (G-R: 1-6)/0-1 C OCHs

RhGIO ‘ o

. g OCHg3
Neohesperidin (G-R: 1-2)/1-2 ‘

Figura 18. Estructuras quimicas de los mas abundantes compuestos polifendlicos de
Citrolive®.
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B. METODOS
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los 60 ratones hembras utilizados se repartieron en seis grupos:
cinco grupos con tratamiento (Il, IIl, IV, V 'y VI) y un grupo control (I).
Todos los grupos recibieron el agua y la comida ad libitum.

- Grupo I: Control: agua y comida ad libitum (n= 10). Los animales

del grupo | no recibieron ningun tipo de tratamiento.

- Grupo II: Grupo E. Fresno: Se administré E. Fresno en la comida
ad libitum (n=10). La dosis fue 0,715 g de producto/ kg de pienso

preparado para raton.

- Grupo lll: Grupo E. Spergularia: Se administré E. Spergularia en
la comida ad libitum (n=10). La dosis fue 0,5 g de producto/ kg de

pienso preparado para raton.

- Grupo IV: Grupo E. Granada: Se administré E. Granada en la
comida ad libitum (n=10). La dosis fue 2,6 g producto/kg de pienso

preparado para raton.

- Grupo V: Grupo PO-Citrolive: Se administré Citrolive® en el agua
de bebida ad libitum (n= 10), se administré una concentracion de
1mg/ml y se calculé una media de bebida/dia/raton de 5ml, por lo

gue se estimo una dosis diaria de Citrolive oral 5mg/dia/ raton.

- Grupo VI: Grupo SC-Citrolive: El principio activo de Citrolive® se
diluyo con suero fisiologico 0,9% a una concentracion de 1mg/mly
se administré intraperitoneal alterno con subcutaneo (n=10) a una

dosis diaria de 1mg/dia/raton.
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La duracion del experimento fue de 7 meses, tras los cuales los
ratones fueron sacrificados por la administracion de CO2 inhalado.

En el momento del sacrificio se le extrajo la maxima sangre
posible que fue centrifugada para separacion de suero y fue congelado
en diferentes alicuotas a -20°C hasta su utilizacion. A continuacion, se
procedio, a la autopsia de los animales con la extraccion de corazén,
pulmén, ojos, higado, rifidbn y pancreas. Los ojos, el corazén, el
pancreas y un fragmento de higado se fijaron en formol neutro
tamponado al 10% hasta su procesamiento para estudio
histopatologico. Finalmente el resto de los 6rganos se congelaron en
nitrégeno liquido tras la extraccién y se mantuvieron a -80°C hasta el

momento de su utilizacion.

Imagen 3: Ratén en el momento del sacrificio inhalando CO2 a dosis letales.

1. DETERMINACION DE LAS VARIABLES MORFOLOGICAS
= DETERMINACION DEL PESO
Una vez a la semana se determind el peso de cada raton

mediante balanza equilibrada, se realizé la media de peso por grupo

para valorar la evolucién del peso en cada mes de tratamiento.
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= DETERMINACION DEL INDICE DE CONVERSION ALIMENTICIO

Para determinar el indice de conversion alimenticio primero fue

necesario medir el alimento ingerido.

La ingesta de alimento se determiné por animales separados en
diferentes jaulas (5 ratones/jaula). La cantidad de comida ingerida por
animal se obtuvo de la diferencia entre la cantidad inicialmente
adicionada y la cantidad remanente transcurrida una semana dividido
entre la cantidad de ratones por jaula. El resultado se expresé como la

ingesta de alimento en gramos por dia y animal.

Se calculo el indice de conversion alimenticio en funcion del
peso y de la ingesta. Este parametro expresa la mayor o menor
eficiencia del alimento en su transformacion en carne. Cuanto mas bajo
resulte mejor es el comportamiento del grupo, ya que significara que
comiendo mas engordaran proporcionalmente menos. Se puede hablar
del indice de conversion acumulado (el mas utilizado) o el que

corresponda a un periodo determinado.

indice de conversién alimenticio= incremento de peso mensual (q)
ingesta diaria (g) x 30 dias

Dicho parametro se calculd por grupo en funcion del incremento

de peso del grupo (gramos) al mes y de la ingesta media diaria.

» DETERMINACION DEL PESO RELATIVO DE LOS ORGANOS

En el momento del sacrificio se peso6 al animal y los diferentes
organos a estudio: corazén, higado y pancreas para valorar cambios
morfologicos entre los distintos grupos. Se determind el peso relativo

de los 6rganos, mediante la siguiente formula:

Peso Relativo= peso del érgano a estudio (g) x 100
peso corporal del animal (g)
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2. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

= PARAMETROS BIOQUIMICOS

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos, colesterol total, colesterol-HDL y &cidos grasos libres a los
3, 5y 7 meses. La maxima sangre extraida en cada extraccion era de
400ul, para no superar el 10% del volumen de sangre total del animal
(volumen total de sangre aproximado de 2.5ml). La obtencién de suero
se obtenia pinchando al raton en la vena coccigea del pémulo del ratén
y recogiendo la sangre mediante capilar. Inmediatamente después la
sangre se centrifugaba a 2500 rpm a 10°C durante 15 minutos para
obtener el suero, que se separaba en diferentes alicuotas y se
congelaba a -20°C hasta el momento de su utilizacion. Todas estas
determinaciones, excepto los AGL, que se realizaron por técnicas de
ELISA, fueron llevadas a cabo por el Laboratorio de Analisis Clinicos
de Veterinaria (Facultad de Veterinaria de Murcia) del Dr. José Joaquin

Ceron.

COLESTEROL TOTAL

El colesterol total se determind mediante método enzimatico
colorimétrico. Los ésteres de colesterol se desdoblan por la accion de
la colesterol esterasa (CE) a colesterol libre y acidos grasos. La
colesterol oxidasa (CHOD) cataliza entonces la oxidacién de colesterol
a colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrégeno. En presencia de
peroxidasa (POD), el peroxido de hidrogeno formado produce la union
oxidativa del fenol y la 4-aminofenazona para formar un colorante rojo

de quinona-imina.
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Esteres de colesterol+H,0 CE _ colesterol + RCOOH

Colesterol + O CHOD . coles-4-en-3-ona +H,0;

2 H,O, + 4-APP +fenol POD , Colorante de quinona-imina
+ 4 H,0O

La intensidad cromética del colorante formado es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol. El colorante de quinona-
imina roja puede cuantificarse espectrofotomeétricamente a 540-600nm

como incremento de absorbancia.

COLESTEROL HDL

Se determin0 la concentracion de colesterol-HDL mediante test
colorimétrico enzimatico homogéneo. En presencia de iones de
magnesio, el sulfato de dextrano forma complejos hidrosolubles,
selectivamente con LDL, VLDL y quilomicrones resistentes contra las

enzimas modificadas con polientilenglicol (PEG).

La concentracion del colesterol HDL se determina
enzimaticamente mediante la colesterol esterasa y la colesterol oxidasa
acopladas con PEG a los grupos aminicos (aprox. 40%). La colesterol
esterasa provoca el desdoblamiento de los ésteres de colesterol a
colesterol libre y &cidos grasos. Bajo la accidon catalitica de la
peroxidasa, el peroxido de hidrogeno formado reacciona con 4-
aminoantipirina y HSDA para formar un colorante purpureo azul. La
intensidad del colorante es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol que se mide fotométricamente.
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Esteres de C-HDL+ H20 PEG-colesterol esterasa_ C-HDL + RCOOH

Colesterol HDL + O2 PEG-colesterol oxidasg A4-colestenona + H202

2H202 + 4-aminoantipirina + HSDA* + H+ + H2O peroxidasa
—_—

pigmento azul- purpureo + 5 H20

"HSDA = N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina sédica

TRIGLICERIDOS.

Los triglicéridos se determinaron mediante método enzimatico
colorimétrico. Este procedimiento se basa en una serie de reacciones
enzimaticas combinadas. Los triglicéridos de la muestra se hidrolizan
combinando lipasas microbianas (LPL) para obtener glicerol y acidos
grasos. El glicerol se fosforilata con trifosfato de adenosina (ATP) en
presencia de glicerolcinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato. Este
glicerol-3-fosfato se oxida mediante oxigeno molecular en presencia de
oxidasa de glicerolfosfato (GPO) para producir peroxido de hidrégeno
(H20,) y fosfato de dihidroxiacetona. EI H,O, generado reacciona con
4-aminofenazona, N, N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina y sal disédica
(MADB) en presencia de peroxidasa (POD) para producir un croméforo,
gue se somete a una lectura a 660/800nm. El aumento de la
absorbancia hasta 660-880nm es proporcional al triglicérido contenido

en la muestra.
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Triglicéridos + 3 H20 LPL glicerol + 3 RCOOH
_
Glicerol +ATP GK R glicerol-3-fosfato + ADP
M92+ i
Glicerol-3-fosfato + 02 GPO fosfato de hidroxiacetona +
H202

H202 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol peroxidasa 4-(p-

benzoquinonamonoimino)-fenazona + 2 H20 + HCI

ACIDOS GRASOS LIBRES

La determinacion se llevo a cabo mediante Kit de ELISA para
ratones Mouse Free Fatty Acids (FFA) ELISA Kit (Zeleste Diagnostic,
ETYCA RESEARCH Barcelona) con un rango del analisis de 0,1
mmol/L-4,5mmol/L. La muestra era diluida a 1:5, por lo que solo se
necesitaba un volumen de 10 ul por muestra. El resultado final se

multiplicaba x 5 (factor de dilucion).

Las etapas para la realizaciéon en la técnica de ELISA fueron las

siguientes:

1. Tapizado del pocillo con el anticuerpo.

2. Adicion de la muestra problema con la mezcla de antigenos.
3. Union del antigeno al anticuerpo tapizado en el pocillo.
4

. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o

anticuerpo no unido
Adicion del anticuerpo secundario marcado con la enzima.
Union del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo.

Lavado del pocillo para eliminar el exceso de enzima no unida.

© N o O

Adicion del substrato.
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9. Unidn del substrato a la enzima.

10. Desarrollo del color.

11.Lectura colorimétrica del producto final coloreado mediante
lector de placas, obteniendo los valores de absorbancia o
densidad éptica en espectrofotometro a 450 nm de longitud de
onda, y determinando la concentracion mediante regresion lineal

tras multiplicar el resultado por el factor de dilucién.

» ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL HIGADO

Para complementar los pardmetros bioquimicos en el perfil

lipidico, se estudio la esteatosis hepatica.

El higado fue filado en formol neutro tamponado al 10% al
menos durante 48 horas, a continuacion fueron incluidas en parafina,
cortadas a 4 um de espesor y tefiidas con hematoxilina y eosina segun
el método habitual empleado por la Catedra de Anatomia Patologica de

la Universidad de Murcia.

A nivel microscopico se estudiaron los hepatocitos para analizar
la acumulacion de grasa (esteatosis) que se manifiestan como gotas
lipidicas que pueden ser de gran tamafo y existir pocas (célula en
anillo de sello, mas caracteristico de situaciones cronicas) o ser
pequefias y abundantes (célula espumosa, mas tipico de situaciones

agudas).

Las imagenes se capturaron a una magnificacion de 450x
utilizando un microscopio Leica DM6000B acoplado a una camara
Leica DFC280 que a su vez esta conectada a un PC con el programa
de captura Leica Application Suite (V 2.5.0 R1).Posteriormente, las
imagenes se procesaron y analizaron mediante el software de libre

distribucion ImageJ (http://rsbweb.nih.goV/ij/).
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El area fue determinada por analisis de imagen con MO de
campo claro y un objetivo de 20x. El area total por cada seccion fue de
217.775 p®. Se tomaron en el MO 10 muestras de diferentes partes de
un mismo corte y se estimd la media de ellas. Se determinaron las
gotas de grasas y segmentados de esteatosis por nivel de color en las
mismas condiciones para todos los grupos.

> DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ESTEATOSIS

Las imagenes se transformaron de RGB a 8-bits (imagen gris) y
se calibraron para obtener una equivalencia entre pixel y micrometros.
Después, duplicamos la imagen, la filtramos con un filtro Gaussiano de
sigma 20 y la imagen resultante se resta a la original, obteniendo asi un
background uniforme para todas las imagenes. En esta imagen
mejorada seleccionamos las zonas de esteatosis de forma automatica
mediante la aplicacion de un umbral de nivel de gris que da lugar a una
imagen binaria. Es decir, solo seleccionamos los pixeles comprendidos
entre los valores (149 y 255) que seran los que finalmente usara el
programa para calcular el area de afectacion. Se determiné el area de
grasa y se dividié por el area total (217.775 p?) y el resultado fue
expresado por porcentaje de grasa. Se clasifico el grado de esteatosis

de acuerdo con la clasificacién propuesta por Kleiner (Kleiner, 2012):

+ Grado 0 (< 5% de esteatosis)

+ Grado 1 (5-33% de esteatosis)
+ Grado 2 (34-66% de esteatosis)
+ Grado 3 (> 67% de esteatosis)
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> DETERMINACION DEL NUMERO DE GOTAS DE GRASA

El protocolo fue similar al anterior, pero el nivel de gris usado fue
diferente (156, 255) y la imagen binaria sufrié varias operaciones de
erosion y dilatacién para conseguir que las gotas se separaran entre si.
La herramienta de ImageJ analyze particles nos devolvié el nimero de
gotas por campo con un factor de forma circular >0.8, de forma que nos
aseguramos de que siempre estabamos tomando elementos de forma

circular.

3. DETERMINACION DE MARCADORES RELACIONADOS CON LA
OBESIDAD

= DETERMINACION DE ADIPONECTINA PLASMATICA.

Para conocer el estado inflamatorio de los animales tratados con
flavonoides, como marcador del tejido adiposo se midi6 la
concentracion de adiponectina en los meses 3,5y 7. Se determind en
el suero con un kit de ELISA para raton: Mouse Adiponectin (ADP)
ELISA Kit (Zeleste Diagnostic) con un rango del analisis de 0,93 pg/ml-
100 pg/ml. La muestra fue diluida 1:5, por lo que solo se necesitd un
volumen de 10 pl por muestra y el resultado final se obtenia tras
multiplicar el resultado por el factor de dilucion (x5). El esquema de la

reaccion es el siguiente:

,(.)( CCH;HRP Color
¢ e 00 000 C00
‘,‘ s LR 000 ~—
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= DETERMINACION DEL TNF-a PLASMATICO

Los valores de TNF-a se determinaron en el suero del raton en
el mes 3, 5y 7 mediante Kit de ELISA para ratones Mouse Tumor
Necrosis Factor a ELISA kit (ETYCA SL. Barcelona) con un rango del
andlisis de 2,5 pg/ml-50pg/ml. La muestra fue diluida 1:5, y el resultado
se obtenia tras multiplicar por el factor de dilucion (x5). La reaccion

esquematizada se muestra a continuacion:

: Enzima
e e o
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4. PARAMETROS CARDIOVASCULARES

= DETERMINACION DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA,
DIASTOLICA Y MEDIA

A mitad del experimento se hizo una medida basal de la presion
arterial sistdlica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y presion
arterial media (PAM) y posteriormente cada 2 semanas se

determinaron los valores de presién arterial hasta final del estudio.
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La presion arterial se midi6 en la cola del ratbn mediante
pletismografia. Una vez obtenido los valores de la PAS y PAD el
sistema calculd autométicamente la PAM mediante la siguiente

formula:

PAM= PAD+ 0.33 (PAS-PAD)

El sistema utilizado consta de un manguito de presioén, acoplado
a una unidad de insuflado semiautomética y a la unidad transductora
del pletismografo, a la que se conecta un sensor neumatico en la cola
del raton. La unidad transductora esta conectada, a su vez, a la unidad
de registro visual del pletismografo (LE 5001 “Panlab Harvard”
Barcelona).

Antes de realizar la medida, el ratbn era metido en un cepo
cilindrico trasparente para ratén e introducido en un calentador que
incluye un conmutador para vasodilatar hasta 6 animales a la vez con
temperatura ajustable a 37 °C, durante 15-20 minutos, para favorecer la
dilatacion de los vasos de la cola. En cada determinacion se realizaban
entre 8 y 10 medidas de presion a cada raton, calculando la media
aritmética de los 5 ultimos valores obtenidos con una desviacion
estdndar menor de 5 mmHg. Las medidas de presion se llevaron a
cabo por la tarde, a la misma hora para todos los grupos. A lo largo del

estudio se determinaron un total de 7 determinaciones por grupo.
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= DETERMINACION DE HOMOCISTEINA

La concentracion de homocisteina plasmatica se calculé en el 7°
mes mediante inmunoensayo competitivo. Se determiné mediante Kit
de homocisteina IMMULITE, con un rango de analisis de 2-50 pmol/L.
Este procedimiento se basa en una serie de reacciones donde la
homocisteina de la muestra va a ser reducida a homocisteina libre y
posteriormente, serd transformada a S-adenosil-homocisteina (SAH).
La S-adenosil-cisteina (SAC) conjugada, afadida al comienzo de la
reaccion, va a competir con la SAH de la muestra en la unién a los
anticuerpos Anti-SAH unido a las particulas de poliestireno. En
presencia de SAH o no hay agregacion o solo hay una agregacion muy
débil de particulas. En ausencia de SAH ocurre una agregacion de
particulas de poliestireno por medio de SAC conjugada. Cuanto mas
alto es el contenido de SAH en la mezcla de la reaccion, mas pequefia
va a ser la sefal de luz dispersada. Dicha determinacion fue llevada a
cabo por el Laboratorio de Analisis Clinicos de Veterinaria (Facultad de

Veterinaria de Murcia) del Dr. José Joaquin Ceron.

5. PARAMETROS RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA
INSULINA

= DETERMINACION DE GLUCOSA SANGUINEA

La glucosa circulante se determiné semanalmente por la tarde a
la misma hora partir de una gota de sangre (5 uL) procedente de la cola
de los ratones, mediante el sistema Glucometer ACCU-CHEK,

Compact Plus, Laboratorio: Roche, Mannheim, Alemania.

Los niveles de glucosa hasta el cuarto mes fueron determinadas
mediante glucometer. Pero a partir del quinto mes los ratones
presentaban una glucosa superior a 600mg/dl y no podia ser detectada
por Glucometer por lo que se realiz6 extraccion sanguinea del pémulo

y se obtuvo el suero tras la centrifugacion de la sangre a 2500 rpm
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durante 15 minutos a 4°C al quinto, sexto y séptimo mes. Para obtener
unos valores dentro de los limites de deteccion se hizo una dilucion del
suero 1:5. Dichas determinaciones fueron llevadas a cabo por el
Laboratorio de Andlisis Clinicos de Veterinaria (Facultad de Veterinaria
de Murcia) del Dr. José Joaquin Cerdn.

La técnica empleada fue mediante test por radiacion ultravioleta.
La glucosa se fosforila con hexocinasa (HK) en presencia de trifosfato
de adenosina (ATP) e iones de magnesio para producir glucosa-6-
fosfato y difosfato de adenosina (ADP). La 6-fosfato de glucosa
deshidrogenasa (G6P-DH) oxida especificamente el 6 fosfato de
glucosa y produce 6-fosfato de gluconato con la correspondiente
reduccion de NAD® a NADH. El aumento de la absorbancia hasta

340nm es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.

Glucosa + ATP HK G-6-P + ADP

G-6-P + NADP+ _ G-6-PDH gluconato-6-P + NADPH + H+

= DETERMINACION DE LA INSULINA PLASMATICA

La determinacion de los niveles de insulina se estimaron en el 7°
mes mediante Kit de ELISA para ratones Mouse Insulin (Zeleste
Diagnostic) con un rango del analisis de 0,3 mU/L-15mU/L. La muestra
fue diluida 1:5, por lo que solo se necesitaba un volumen de 10 pl por

muestra y el resultado final se multiplicaba x 5 (factor de dilucion).
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= DETERMINACION HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1c)

La determinacion de los niveles de HbAlc se estim6 en el 7°
mes. El examen directo de HbAlc es un ensayo enzimético en el cual
muestras enteras de sangre a las cuales se les realiza un proceso de
lisis se someten a una digestiobn extensa de proteasas mediante el
Bacillus sp proteasa. Este proceso libera los aminoacidos, incluyendo
las valinas glicosiladas de las cadenas beta de la hemoglobina. Las
valinas (glicosiladas sirven luego de sustrato para la enzima
recombinante, valina fructosil oxidasa (FVO), producida en la E. Coli. El
recombinante FVO especificamente corta el terminal N de las valinas y
produce perdxido de hidrogeno. Este, a su vez, se mide usando una
reaccion catalizada de peroxidasa de rabano blanco (POD) y una
sustancia cromogena adecuada. En este ensayo enzimatico directo de
HbAlc no se requiere una medida separada para la hemoglobina total
(Hb). Esta determinacion fue llevada a cabo por el Laboratorio de
Andlisis Clinicos de Veterinaria (Facultad de Veterinaria de Murcia) del

Dr. José Joaquin Ceron.

= DETERMINACION DEL PARAMETRO HOMA-IR

El parametro HOMA-IR se estim6 en el 7° mes.El HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment) es un modelo matematico
presentado por Matthews y cols. (1985) que permite realizar
estimaciones de resistencia insulinica y funcion de las células beta
mediante las concentraciones de la glucosa y la insulina plasmaticas en

ayunas. Para el calculo se utiliza la siguiente férmula:

HOMA-IR = insulina (uU/ml) x glucosa (mag/dl))
405
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De acuerdo con este modelo, un elevado indice de HOMA-IR
significa una baja sensibilidad a la insulina y por lo tanto una mayor
resistencia a la insulina.

En humanos un indice HOMA-IR > 2 indicaria insulinorresistencia. Si
una persona tiene un indice HOMA-IR > 3, existe una muy elevada

posibilidad (> 90%) de tener resistencia a la insulina.

6. METODO ESTADISTICO

Se realizd un analisis estadistico descriptivo de las variables
observadas para medir la distribucién de las frecuencias entre los
grupos. En los casos de variables cuantitativas, se calcularon

parametros caracteristicos: media, desviacion tipica, maximo y minimo.

Para determinar el grado de asociacion estadistica entre las
variables en estudio, se aplicé el andlisis de la varianza de una via,
complementando con el contraste de igualdad de pares de medias, con
el método de la minima diferencia significativa y con la correccion de
Bonferroni. Se consideraron significativos valores iguales o menores a
0,05 (p = 0,05). El procesamiento estadistico de los datos se llevo a

cabo mediante el programa estadistico ANOVA SPSS v 21.
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON FLAVONOIDES EN
RATONES LEPRP®/PE

1. VARIABLES MORFOLOGICAS
= EVOLUCION DEL PESO CORPORAL

La obesidad es una de las principales caracteristicas que
definen este modelo animal, la desarrollan ya desde edades
tempranas, estando completamente instaurada hacia el cuarto-quinto
mes y aumenta a lo largo de la vida hasta los 5 0 6 meses que empieza
a descender, pudiendo llegar a alcanzar los 60g. Al inicio del
experimento el peso de los ratones era de 28+3g.

La administracion cronica del E. Fresno produjo cambios en el
peso final del tratamiento, aunque no significativos, logrando que los

animales tratados ganaran menos peso que los controles (Figura 19A).

El tratamiento con E.Spergularia provocé cambios significativos
a partir del cuarto mes hasta final del experimento en el peso de los
animales, logrando que los animales tratados con E.Spergularia

ganaran menos peso que los controles (p< 0,05) (Figura 19B).

Al inicio del experimento existia una diferencia significativa entre
los grupos control y E. Granada, presentando un mayor peso corporal
el grupo de E. Granada (p< 0,05), aun asi como puede verse en la
Figura 19C, al final del experimento, el grupo E. Granada presentd

menor peso respecto al grupo control (p=0,061).

A lo largo del experimento se aprecié un aumento significativo
del peso corporal en el grupo PO-Citrolive respecto a los otros dos
grupos, manteniéndose con el menor peso el grupo SC-Citrolive. Al

final del experimento se aprecidé una reduccion significativa del grupo
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SC-Citrolive de un 15% y de un 23% respecto al grupo Control y el
grupo PO-Citrolive respectivamente (p< 0,05) (Figura 19D).
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Figura 19. Evolucién del peso corporal de los animales del grupo control y de los
grupos tratados que recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E.
Granada (C) y PO-Citrolive o SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como
media aritmética (n = 7-10). Los valores para un mismo tiempo con distinta letra,
presentan diferencia significativa (p< 0,05), los valores ab no presentan diferencia
significativa ni con a ni con b.
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= [NDICE DE CONVERSION ALIMENTICIO

Como objetivo de estudiar la hiperfagia caracteristica de este
modelo se calcul6 el indice de conversién alimenticio (IC). Para ello se
midi6 la ingesta media de pienso diaria de cada ratén (Tabla 8) y su

evolucion en la ganancia de peso mensual (Figura 19).

Ingesta media (g/ratén/dia)

GRUPO

Tiempo (meses) 1 2 3 4 5 6 7
CONTROL 5,37 5,47 5,33 5,64 4,8 4,19 4,18
E.FRESNO 7,05 7,44 7,56 6,63 7,39 6,82 6,79
E.SPERGULARIA | 8,77 8,29 7,61 7,53 7,27 7,12 6,58
E.GRANADA 7,27 8,16 7.4 7,38 7,55 6,99 6,32
PO-CITROLIVE 5,33 5,28 5,19 5,04 5,09 5,52 5,53
SC-CITROLIVE 5,37 5,28 5,19 5,6 5,09 6,22 6,23

Tabla 8: Ingesta media de comida en los grupos control y de tratamiento durante los
7 meses de duracion del experimento. Los valores estan expresados como media (n
=7-10).
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El grupo tratado con E. Fresno gan6é menos peso que el grupo
control a partir del cuarto mes (Figura 19A). A pesar de comer mas
(Tabla 8), engordaron proporcionalmente menos, esto se ve reflejado
en el menor indice de conversion alimenticio en el grupo de E. Fresno
(p<0,05), (Figura 20A).

Los animales tratados con E.Spergularia ganaron menos peso
gue los del grupo control a partir del tercer mes, con una ingesta media
de pienso diario menor respecto al grupo control (p< 0,05) (Tabla 8).
Engordaron proporcionalmente menos, con un indice de conversion
alimenticio significativamente inferior en el grupo de E.Spergularia,
donde se apreciaron diferencias significativas a lo largo de todo el
experimento (p<0,05), (Figura 20B).

Se observo cémo el grupo tratado con E. Granada presentd un
peso significativamente superior al principio del experimento (Figura
19C), pero a partir del cuarto mes, los animales ganaron menos peso
qgue el grupo control, presentando una hiperfagia significativamente
mayor como se ve en la tabla 8, lo que se ve reflejado en el menor
indice de conversion alimenticio en el grupo del E. Granada, donde se
apreciaron diferencias significativas a lo largo de todo el experimento
(p<0,05), (Figura 20C).

Los animales que ingirieron PO-Citrolive engordaron mas y los
del grupo SC-Citrolive menos (Figura 19D), pero cuando se evaluo el
indice de conversion alimenticio los datos son significativamente

favorables para ambos grupos de Citrolive, (p<0,05) (Figura 20D).
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Figura 20. indice de conversion alimenticio del grupo E. Fresno (A), E.Spergularia
(B), E. Granada (C), PO- Citrolive y SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados
como media aritmética (n = 7-10).
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* PESO RELATIVO DE ORGANOS

» PESO EN EL MOMENTO DEL SACRIFICIO

El peso de los ratones en el momento del sacrificio fue
significativamente menor en los grupos que recibieron E. Fresno,
E.Spergularia y E. Granada (p< 0,05) respecto al grupo control (Figura
21).

En los grupos de tratamiento de Citrolive no se encontraron
diferencias en el peso corporal entre ambos grupos de Citrolive y el
grupo control, sin embargo si hubo diferencias entre ambos grupos de
Citrolive, siendo el peso del grupo SC-Citrolive un 17% menos respecto
el grupo PO-Citrolive (p<0,05) (Figura 21D).
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Figura 21. Peso de los ratones en el momento del sacrificio (g), grupo E. Fresno
(A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO-Citrolive y SC-Citrolive (D). Los
valores estan expresados como media + DE (n = 7-10). Entre los valores que
presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p< 0,05), los valores ab
no presentan diferencia significativa ni con a ni con b

» PESO DE LOS CORAZONES

El tratamiento con E. Fresno, E.Spergularia, E. Granada y PO-
Citrolive no produjo cambios significativos en el tamafo del corazon.
Sin embargo, la administracibn de  SC-Citrolive  redujo
significativamente un 27% el tamafio del corazon respecto al grupo

control (Figura 22D).
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Figura 22. Peso del corazén y peso relativo del mismo con respecto al peso
corporal , grupo E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive y
SC- Citrolive (D). Los valores estan expresados como media = DE (n = 7-10).
Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<
0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b. PRC:
Peso relativo del corazon.
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» PESO DE LOS PANCREAS

El tratamiento con E. Fresno, E.Spergularia y E. Granada
no produjo ninguna variacion en el tamafio del pancreas, sin
embargo al calcular el PRP, si observamos que los animales
tratados en el tratamiento con E.Spergularia y E. Granada
mostraron un valor mayor estadisticamente significativo respecto

al grupo control.

En los grupos de Citrolive se observd una diferencia
significativa mayor de un 23% y un 28% del grupo PO-Citrolive
respecto al grupo control y SC-Citrolive respectivamente
(p<0,05), (Figura 23D).
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Figura 23. Peso del pancreas y peso relativo del mismo con respecto al peso
corporal , grupo E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive y
SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media £ DE (n = 7-10).
Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<
0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b. PRP:
Peso relativo del pancreas.

> PESO DE LOS HIGADOS

El grupo tratado con E. Fresno presentd un menor peso del
higado de aproximadamente un 18% (p=0,069), el grupo del
E.Spergularia un 21% menos (p<0,05) y el grupo del E. Granada un

17% menos en relacion con el grupo control (Figura 24).

Los ratones que recibieron PO-Citrolive presentaron un
incremento no significativo en el peso del higado de aproximadamente
un 13% en relacién con el grupo control y un incremento significativo de
un 32% respecto al grupo SC-Citrolive (Figura 24D).
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Figura 24. Peso del higado y peso relativo del mismo con respecto al peso
corporal , grupo E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive y
SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media + DE (n = 7-10).
Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<
0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b. PRH:
Peso relativo del higado.
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2. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

= PARAMETROS BIOQUIMICOS PLASMATICOS

> COLESTEROL TOTAL PLASMATICO

En el grupo del E. Fresno, los niveles de colesterol total se
vieron reducidos en un 8% desde el 3% al 7° mes, siendo esta
disminucion mas pronunciada en el 5° mes. Por el contrario, en el
grupo control se observé un aumento de un 5%, siendo también mayor
el aumento en el 5° mes. Se obtuvo una concentracion plasmatica de
colesterol mayor en el grupo control respecto al grupo E. Fresno
(p<0,05) en el 5° mes, sin embargo al principio y al final del
experimento no se apreciaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Figura 25A).

Los niveles de colesterol total se vieron reducidos en un 10 %
desde el 3° al 7° mes con el tratamiento de E.Spergularia, siendo esta
disminucién mas pronunciada en el 5° mes, por lo contrario en el grupo
control se observé un aumento de un 5%, siendo también mayor el
aumento en el 5° mes. Hubo una mayor diferencia entre ambos grupos
a mitad del experimento (p=0,067), pero no se puede apreciar
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos a lo

largo del experimento (Figura 25B).

El grupo de E. Granada presentdé menores niveles plasmaticos
de colesterol que el grupo control y permanecieron constantes a lo
largo del experimento, todo lo contrario que el grupo control, cuyos
niveles aumentaron, especialmente a mitad del estudio. Se obtuvieron
mayores niveles de colesterol en el grupo control respecto al grupo E.
Granada aunque sin diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos a lo largo del experimento (Figura 25C).
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Los grupos de tratamiento con Citrolive presentaron menores

concentraciones plasmaticas de colesterol a lo largo del estudio. El

tratamiento con SC-Citrolive logré reducir un 14% respecto al grupo

control en el 5° mes los niveles de colesterol (p<0,05). No se

apreciaron diferencias entre los dos grupos de Citrolive (Figura 25D).
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Figura 25. Niveles plasmaticos de colesterol total a diferentes tiempos, en grupo
E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO-Citrolive y SC-Citrolive (D).
Los valores estan expresados como media + DE (n = 7-10). Entre los valores que
presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p< 0,05), los valores ab
no presentan diferencia significativa ni con a ni con b.
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> COLESTEROL HDL PLASMATICO

En el grupo del E. Fresno se apreciaron diferencias
significativas a lo largo del experimento en los niveles plasméticos de
C-HDL con una evolucion lineal (p< 0,05). Los niveles de C-HDL se
vieron aumentados en un 50% en el grupo E. Fresno respecto un 17%
en el grupo control, pero no se apreciaron diferencias significativas
entre ambos grupos (Figura 26A).

Pudimos ver que los niveles de colesterol-HDL en el grupo del
E.Spergularia fueron superiores respecto el grupo control, aunque solo
se encontraron diferencias significativas a los 3 meses (p< 0,05),
siendo en este periodo un 27% superior el grupo de E.Spergularia

respecto el grupo control (Figura 26B).

El tratamiento con E. Granada no supuso ninguna relevancia
estadistica en los niveles de colesterol-HDL, en ambos grupos
aumentaron al final del estudio, obteniendo el mismo nivel de
colesterol-HDL al final del experimento para el grupo control y el grupo
E. Granada (Figura 26C).

Los niveles de HDL-C en el 3* mes en el grupo PO-Citrolive
fueron un 23% significativamente mayor respecto al grupo control, sin
apreciar diferencias con el grupo SC-Citrolive. Al final del experimento
el grupo SC-Citrolive presenté un 28% y un 46% mas de HDL-C
respecto al grupo control y grupo PO-Citrolive respectivamente
(p<0,05).
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Figura 26. Niveles plasmaticos de colesterol- HDL (lipoproteinas de alta
densidad) a diferentes tiempos, en grupo E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E.
Granada (C), PO- Citrolive y SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como
media + DE (n = 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas, existe
diferencia significativa (p< 0,05), los valores ab no presentan diferencia
significativa ni con a ni con b.
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» TRIGLICERIDOS PLASMATICOS

En el grupo del E. Fresno los niveles de TGR (triglicéridos) se
vieron reducidos al final del experimento en un 25%, al contrario que el

grupo control que presento un aumento del 27% (p<0,05) (Figura 27A)

En la primera determinaciéon de triglicéridos en el grupo del
E.Spergularia existia una diferencia significativa respecto al grupo
control, siendo superior los niveles de TGR en el grupo de
E.Spergularia, pero desde el 3* mes al 7° mes el grupo E.Spergularia
experimentd un descenso del 18%, por el contrario el grupo control
sigui6 un aumento lineal, con un aumento del 27% en el mismo
periodo. Al final del experimento el grupo control presentd unos niveles
de triglicéridos un 17% superior respecto al grupo E.Spergularia (Figura
27B).

Los niveles de TGR plasmaticos fueron superiores en el grupo
del E. Granada respecto al grupo control. EI grupo control desarrollo
un aumento progresivo y lineal de dichos niveles y el grupo E. Granada
presentd una mayor concentracion plasmatica en el 5° mes y después
redujo sus niveles un 15%, presentando mayores niveles de TGR al

final del experimento, pero sin significacion estadistica (Figura 27C).

Los niveles de triglicéridos no se vieron significativamente
reducidos con el tratamiento Citrolive en las dos diferentes vias de
administracién. A lo largo del tiempo, se vio un aumento superior en la
concentracion de triglicéridos del grupo control respecto al grupo PO-
Citrolive y SC-Citrolive, siendo de un 30%, 12% y un 13% superior
respectivamente desde la primera determinacion a la ultima (p<0,05)
(Figura 27D).
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Figura 27. Niveles plasmaticos de triglicéridos a diferentes tiempos, en grupo E.
Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive y SC-Citrolive (D).
Los valores estan expresados como media + DE (n = 7-10). Entre los valores que
presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p< 0,05), los valores ab
no presentan diferencia significativa ni con a ni con b.
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> ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL) PLASMATICOS

Los niveles plasméticos de AGL no se vieron reducidos con

ninguno de los tratamientos a estudio (Figura 28).
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Figura 28. Niveles plasmaticos de acidos Grasos Libres (AGL) a diferentes
tiempos, en grupo E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive
y SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media + DE (n = 7-10).
Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<
0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b.
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= ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL HIGADO
» DETERMINACION DEL GRADO DE ESTEATOSIS

El tratamiento con E. Fresno, E.Spergularia y E. Granada logro
disminuir significativamente el porcentaje de esteatosis un 77%, un
52% y un 65% respectivamente, siendo en todos ellos de grado |,

respecto al grupo control, que fue grado Il, (p<0,05) .

El porcentaje de esteatosis en el grupo de tratamiento con SC-
Citrolive fue significativamente menor, siendo de grado I, respecto al
grupo control y grupo PO-Citrolive que fueron grado Il, (p<0,05). El
grupo control y grupo PO-Citrolive presentaron esteatosis grado I,
pero el porcentaje de esteatosis en el grupo PO-Citrolive fue

significativamente menor.
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Figura 29. Porcentaje de esteatosis hepéatica en los grupos E. Fresno (A),
E.Spergularia (B), E. Granada (C), PO- Citrolive y SC-Citrolive (D). Los valores estan
expresados como media + DE (n = 7-10). Los valores con distinta letra, presentan
diferencia significativa (p< 0,05).

> DETERMINACION DEL NUMERO DE GOTAS DE GRASAS

El nimero de gotas grasas en los grupos de E. Fresno,
E.Spergularia y E. Granada fue un 69%, 78% y un 37% inferior
respectivamente respecto al grupo control, pero no se apreciaron

diferencias significativas entre los 4 grupos.

El nimero de gotas grasas en el grupo PO-Citrolive fue 2,3y 4
veces significativamente superior respecto al grupo Control y SC-

Citrolive respectivamente.
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Figura 30. NUumero de gotas grasas en los grupos del E. Fresno (A), E.Spergularia
(B), E. Granada (C), PO- Citrolive y SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados
como media £ DE (n = 7-10). Los valores con distinta letra, presentan diferencia
significativa (p< 0,05).
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Imagen 4. Seccion histoldgica del higado y hepatocitos con infiltracién de grasa en el
parénquima hepdético, corte de higado de grupo control (A), corte de higado del E.
Fresno (B), corte del higado del E.Spergularia (C), corte del higado del E. Granada
(D), corte del higado del SC-Citrolive (E) y corte del higado del PO-Citrolive (F) H.E
10x.
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3. DETERMINACION DE MARCADORES RELACIONADOS CON LA
OBESIDAD

= DETERMINACION DE ADIPONECTINA PLASMATICA

El tratamiento con E. Fresno aumentd 1,2 veces los niveles de
adiponectina al final del experimento, sin embargo no se apreciaron

diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 31A).

El tratamiento con E.Spergularia y E. Granada mostr6 una
diferencia significativa superior del 38% y del 23% respecto al grupo
control al final del experimento (p< 0,05), (Figura 31B y 31C).

El tratamiento con SC-Citrolive mostro una superior diferencia
significativa del 31% respecto al grupo PO-Citrolive al final del
experimento (p< 0,05), sin embargo no se encontraron diferencias de
ambos grupos de tratamiento de Citrolive y el grupo control (Figura
31D).
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Figura 31. Niveles plasmaticos de adiponectina en grupos experimentales que
recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO-
Citrolive o SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media aritmética (n =
7-10) £ DE. Los valores para un mismo tiempo con distinta letra, presentan diferencia
significativa (p< 0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni
con b.
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= DETERMINACION DEL TNF-a PLASMATICO

No se aprecio una disminucion significativa del TNF-a plasmatico
a lo largo del experimento en ningun grupo (Figura 32). Sin embargo al
final del experimento todos los grupos tratados, excepto el grupo PO-

Citrolive mostraron menores niveles respecto al grupo control.

Los niveles de TNF-a en el grupo control respecto al grupo del E.

Fresno, fue de 1,25 veces superior al final del experimento.

El tratamiento con E.Spergularia mostr6 unos niveles un 17%

inferior respecto al grupo control.

El tratamiento con E. Granada disminuyé un 26% del 5° mes al
7° mes los niveles de TNF-a, mostrando niveles superiores en el grupo
control respecto al grupo E. Granada de un 40% al final del

experimento (p= 0,06).

Los niveles de TNF-a plasmaticos aumentaron linealmente en el
grupo control y en el grupo PO-Citrolive, mientras que el grupo SC-
Citrolive a partir del 5° mes disminuyeron un 15%. Al final del
experimento los mayores niveles de TNF-a los presentaba el grupo PO-
Citrolive, seguido del grupo control y por ultimo SC-Citrolive,
coincidiendo proporcionalmente con el mayor peso corporal de PO-
Citrolive, seguido del grupo control y menor peso del grupo SC-
Citrolive, e inversamente proporcional a los niveles de adiponectina
(Figura 31).
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Figura 32. Niveles plasmaticos de TNF-a en grupos experimentales que recibieron E.
Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO- Citrolive o SC-Citrolive (D). Los
valores estan expresados como media aritmética (n = 7-10). Los valores para un
mismo tiempo con distinta letra, presentan diferencia significativa (p< 0,05), los
valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b.
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4. PARAMETROS CARDIOVASCULARES

= DETERMINACION DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Realizamos una medida basal de la PAS a mitad del
experimento que oscilaba entre 1633 mmHg para el grupo control y
160+2 para el grupo del E.Fresno, sin existir diferencias significativas
entre ambos grupos (p=0,081). Estos valores fueron disminuyendo
lentamente en ambos grupos, encontrandose diferencias significativas
a partir de la semana 20 (Figura 33A). Al final del experimento, los
valores de presion sistolica para el grupo control y para el grupo del
E.Fresno fueron de 8 y 25 mmHg menos respectivamente (p<0,05),
esto suposo una reduccion de un 15% de las PAS en el grupo del
E.Fresno respecto un 5% en el grupo control (p< 0,05).

En la primera determinacion no se apreciaron diferencias
significativas entre el grupo del E.Spergularia y grupo control
(p=0,506). Estos valores fueron disminuyendo significativamente en el
grupo de tratamiento con E.Spergularia a lo largo del experimento,
mientras que en el grupo control hizo un ligero descenso en la semana
18 pero posteriormente se mantuvo constante (Figura 33B). Al final del
experimento, los valores de presion sistolica para el grupo control y
para el grupo del E.Spergularia fueron de 8 y 28 mmHg menos
respectivamente (p<0,05), esto suposo una reduccion de un 17% de las
PAS en el grupo del E.Spergularia respecto un 5% en el grupo control
(p< 0,05).
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Los valores de PAS fueron disminuyendo significativamente en
el grupo de tratamiento con E. Granada a lo largo del experimento.
Este descenso de PAS fue significativo (p<0,05) a partir de la semana
20 (Figura 33C). Al final del experimento, los valores de presion
sistllica para el grupo control y para el grupo E.Granada fueron de 8 y
19 mmHg menos respectivamente (p<0,05), esto suposo una reduccion
de un 12% de las PAS en el grupo E.Granada respecto un 5% en el
grupo control (p< 0,05).

Los valores de PAS en ambos grupos de tratamiento con
Citrolive fueron disminuyendo a lo largo del experimento. Se
apreciaron diferencias significativas entre ambos grupos de
tratamiento y entre el grupo control y grupo SC-Citrolive, siendo
significativamente menor para el grupo SC-Citrolive a partir de la
semana 22 (Figura 33D). Al final del experimento, los valores de
presion sistolica para el grupo control y para el grupo SC-Citrolive
fueron de 8 y 16 mmHg menos respectivamente (p<0,05), esto suposo
una reduccion de un 11% de las PAS en el grupo SC-Citrolive y una
diferencia significativa respecto al grupo control de un 8% (p< 0,05).
Tambien se apreciaron diferencias significativamente superiores del

grupo PO-Citrolive respecto al grupo SC- Citrolive.
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Figura 33. Evolucién de la presién arterial sistélica (PAS) medida por pletismografia
en la cola de los ratones durante 14 semanas. En grupos experimentales que
recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO-
Citrolive o SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media aritmética (n =
7-10). Los valores para un mismo tiempo con distinta letra, presentan diferencia
significativa (p< 0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni

con b.
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*= PRESION ARTERIAL DIASTOLICA (PAD)

El tratamiento con E.Fresno provocd una disminucion de la
PAD, encontrandose diferencias significativas en la semana 22 y en la
tltima semana (Figura 34A). Al final del experimento, los valores de
presion diastolica para el grupo control y para el grupo E.Fresno fueron
de 14 y 17 mmHg menos respectivamente (p<0,05), esto suposo una
reduccién de un 14% de las PAD en el grupo E.Fresno respecto un

11% en el grupo control (p< 0,05).

Los valores de PAD fueron disminuyendo progresivamente a lo
largo del experimento en el grupo del E.Spergularia, mostrando una
diferencia significativa al final del experimento (p< 0,05), mientras que
el grupo control tras descender en la semana 16, después se mantuvo
relativamente constante a lo largo del estudio (Figura 34B). Al final del
experimento, los valores de presion diastolica para el grupo control y
para el grupo E.Spergularia fueron de 14 y 16 mmHg menos
respectivamente (p<0,05), esto suposo una reduccion de un 13% de la

PAD en el grupo E.Spergularia.

El tratamiento con E. Granada supuso una reduccion al final del
experimento de un 12% de las PAD, con una diferencia de 10 mmHg

respecto al grupo control (p<0,05) (Figura 34C).

Los valores de PAD fueron disminuyendo en los dos grupos de
Citrolive, siendo este descenso significativamente superior en el PO-
Citrolive en la semana 22 (p< 0,05), (Figura 34D). Al final del
experimento no se apreciaron diferencias significativas entre los dos

grupos de tratamiento con Citrolive y el grupo control.
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Figura 34. Evolucion de la presién arterial diastélica (PAD) medida por pletismografia
en la cola de los ratones durante 14 semanas. En grupos experimentales que
recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO-
Citrolive o SC-Citrolive (D). Los valores estan expresados como media aritmética (n =
7-10). Los valores para un mismo tiempo con distinta letra, presentan diferencia
significativa (p< 0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni

con b.

169



Resultados

* PRESION ARTERIAL MEDIA (PAM)

Los valores de PAM fueron disminuyendo lentamente en el
grupo de E.Fresno, encontrdndose diferencias significativas en la
semana 20 y 22 y en la ultima semana (Figura 35A). Al final del
experimento, los valores de presién media para el grupo control y para
el grupo E.Fresno fueron de 16 y 21 mmHg menos respectivamente
(p<0,05), esto suposo una reduccion de un 15% de las PAM en el
grupo E.Fresno respecto un 11% en el grupo control (p< 0,05).

Los valores de PAM fueron disminuyendo progresivamente en el
grupo de E.Spergularia, mientras que en el grupo control a partir de la
semana 20 se mantuvo constante, encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos en el ultimo mes del experimento
(Figura 35B). El tratamiento con E.Spergularia supuso una reduccion
de 21 mmHg al final del tratamiento (p<0,05), esto suposo una

reduccion de un 15% de las PAM en el grupo de E.Spergularia.

El tratamiento con E.Granada supuso una reduccion significativa
de un 12% de las PAM al final del tratamiento (Figura 35C).

Los valores de PAM fueron disminuyendo progresivamente en
los dos grupos de tratamiento con Citrolive, y se aprecié una
significativa diferencia entre el grupo control y el grupo SC-Citrolive en
la semana 16 a favor del grupo de tratamiento, sin embargo a pesar
gue este descenso fue mas marcado en el grupo PO-Citroliverespecto
los otros dos grupos no aparecieron diferencias significativas (Figura
35D).
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Figura 35. Evolucién de la presion arterial media (PAM) medida por pletismografia en
la cola de los ratones durante 14 semanas. En grupos experimentales que recibieron
tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO- Citrolive o SC-
Ctitrolive (D). Los valores estan expresados como media aritmética (n = 7-10). Los
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0,05), los valores ab no presentan diferencia significativa ni con a ni con b.
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= DETERMINACION DE HOMOCISTEINA

Los niveles de homocisteina fueron un 44% superiores en el
grupo control respecto al grupo experimental con E. Fresno,
observandose diferencias significativas en la concentracién de

homocisteina entre ambos grupos (p< 0,05) (Figura 36A).

El tratamiento con E.Spergularia y E. Granada supuso una
disminucién no significativa del 3% y del 9% respectivamente (Figura
36B y 36C).

En los grupos PO-Citrolive y SC-Citrolive se redujo un 20% y un
12% los niveles de homocisteina respectivamente, apreciandose
diferencias significativamente inferior sélo en el grupo PO-Citrolive
(p<0,05) y sin diferencia entre ambos grupos de tratamiento (Figura
36D).
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Figura 36. Niveles plasmaticos de homocisteina en el 7° mes en grupos
experimentales que recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E.
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5. PARAMETROS RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA
INSULINA

= DETERMINACION DE GLUCOSA

Los niveles de glucosa aumentaron linealmente en el grupo
tratado con E. Fresno en los 4 primeros meses, sin mostrar
consecuencias clinicos. En los 2 Ultimos meses se aprecié una mayor
concentracion plasmatica de glucosa en el grupo control respecto el
grupo de E. Fresno, con diferencia estadisticamente significativa en el
6° mes, siendo 1,5 veces superior en el grupo control respecto al grupo
E. Fresno (p<0,05) (Figura 37Ay B).

El tratamiento con E.Spergularia mostr0 unos valores de
glucosa superiores significativamente favorables para el grupo control a

lo largo del experimento (Figura 37C y D).

A lo largo del experimento el grupo del E. Granada mostré un
aumento progresivo y lineal de los niveles de glucosa, excepto en el 6°
mes donde se vio una disminucion significativa del 12% respecto grupo
control (p<0,05) (Figura 37Ey F).

Los dos grupos de tratamiento con Citrolive presentaron un
aumento progresivo de los niveles de glucosa, siendo superior este
aumento en el grupo SC-Citrolive y encontrando una diferencia
significativa superior de éste respecto al grupo PO-Citrolive en el 5° y
7° mes (p<0,05), sin apreciar diferencias respecto al grupo control
(Figura 37G y H).
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Figura 37. Concentracién de glucosa capilar los 4 primeros meses de tratamiento con
E. Fresno (A), E.Spergularia (C), E. Granada (E) y PO-Citrolive o SC-Citrolive (G) y
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176



Resultados

= HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HBA1C)

Para monitorizar el control de la glucosa en los ultimos meses se
determind el nivel de HbAlc plasmatica al final del experimento, y se
pudo ver como el tratamiento con E. Fresno redujo un 12% los niveles
plasmaticos respecto al grupo control, sin embargo no presentd
diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 38A).

Los niveles plasmaticos de HbA1C fueron un 20%
significativamente superior en el grupo de E.Spergularia respecto al

grupo control a final del experimento (Figura 38B).

Se aprecio un 10% mayor los niveles plasmaticos de HbA1C en
el grupo E. Granada respecto al grupo control, pero sin diferencia

significativa entre ambos grupos (Figura 38C).

Los niveles plasmaticos de HbA1C en los dos grupos de
tratamiento con Citrolive también fueron superiores al final del
experimento, pero sin diferencia significativa entre los tres grupos
(Figura 38D).
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* DETERMINACION DE INSULINA PLASMATICA

La administracion de E. Fresno logré reducir un 22% los niveles
de insulina respecto al grupo control en el 7° mes (p< 0,05) (Figura
39A).

El tratamiento con E.Spergularia disminuy6é un 17% los niveles
de insulina respecto al grupo control al final del experimento (p< 0,05)
(Figura 39B).

Los niveles de insulina en el grupo de E. Granada fueron un 9%
menor respecto al grupo control sin diferencias significativas entre

ambos grupos (Figura 39C).
Los grupos PO-Citrolive y SC-Citrolive mostraron unos niveles

de insulina un 17% y un 20% menor respecto al grupo control sin

diferencias significativas entre los tres grupos (Figura 39D).
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Figura 39. Niveles plasmaticos de insulina en el 7° mes en grupos experimentales
gue recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia (B), E. Granada (C) y PO-
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= HOMA-IR

Este parametro nos muestra la resistencia a la insulina, el grupo
tratado con E. Fresno presentd un 46% menos de este valor que el
grupo control (p<0,05) (Figura 40A).

El grupo tratado con E.Spergularia presenté valores 1,3
inferiores respecto al grupo control, sin diferencias significativas (Figura
40B).

El grupo control presenté mayor resistencia a la insulina, con un
parametro HOMA-IR un 22% superior respecto al grupo de E. Granada
al final del experimento, sin diferencias clinicamente significativas entre

ambos grupos (Figura 40C).
El grupo PO-Citrolive y SC-Citrolive presentd un parametro

HOMA-IR un 12% y un 11% menos respecto al grupo control, sin

diferencias significativas (Figura 40D).
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Figura 40. Parametro HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment) en el 7° mes en
grupos experimentales que recibieron tratamiento con E. Fresno (A), E.Spergularia
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Discusion

La prevalencia de la obesidad a nivel mundial ha crecido
exponencialmente en las Ultimas décadas tanto en adultos, como en
ninos, como demuestran recientes estudios que estiman un aumento
medio del indice de masa corporal (IMC) de 0,4Kg/m? por década
desde 1980 (Finucane, 2011). Son bien conocidas las consecuencias
del exceso de peso sobre el sistema cardiovascular, respiratorio,
digestivo, osteoarticular, reproductor y endocrino-metabdlico, asi como
la relacién entre obesidad y algunos tipo de cancer.

Después de la inestimable pérdida que para el tratamiento de la
obesidad supuso la retirada del mercado farmacéutico espafiol
(Agencia Espaiola del Medicamento, 2008) e internacional de la
molécula rimonabant (Acomplia®), volvemos a estar, por lo que
respecta a numero y diversidad de farmacos antiobesidad, en una
situacion realmente precaria. Hoy por hoy volvemos a tener sélo dos
farmacos autorizados internacionalmente para el tratamiento de la
obesidad: la sibutramina (Reductil®) y el orlistat (Xenical®). Sin
embargo la Agencia Europea del Medicamento recomendd en enero
del 2010 la “suspension cautelar” de sibutramina, ya que el tratamiento
presentaba mas riesgos que beneficio, por lo que so6lo se encuentra

comercializado el orlistat.

Sin duda, el mejor tratamiento de la obesidad consistiria en la
modificacion de los habitos de vida, combinando el ejercicio fisico con
una alimentacibn adecuada. Una posible contribucion a dicha
alimentacion puede basarse en la inclusién de alimentos funcionales
gue contengan moléculas que, sin afectar al apetito, contribuyan a
mejorar las alteraciones funcionales y metabdlicas caracteristicas de
este sindrome. Este podria ser el caso de distintos polifenoles de la
dieta, que han manifestado numerosas acciones beneficiosas para la

salud, entre las que se encuentran efectos metabdlicos.
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Todo ello hace de la obesidad un importante problema de salud

a nivel mundial que demanda una urgente intervencion terapéutica.

El objetivo de nuestro estudio fue analizar el efecto de cuatro
clases de compuestos fendlicos: E. Fresno, E. Spergularia, E. Granada

y Citrolive en un modelo experimental de raton obeso y diabético.

Para ello, hemos utilizado como modelo experimental de
obesidad el ratén hembra LepR™ de 5 semanas de edad. En este
periodo ya manifestaban la mayor parte de las alteraciones funcionales
caracteristicas de esta patologia con respecto a los ratones normales
de la misma edad: obesidad, hiperfagia, hiperglucemia, hiperlipemia,
resistencia a la insulina e hipertension moderada (Arion, 2010). Todas
estas alteraciones se vieron incrementadas al transcurrir 10-12

semanas del periodo de experimentacion.

La obesidad caracteristica de este modelo animal, se debe a la
resistencia a la leptina por parte de los receptores. Como
consecuencia, se produce un excesivo almacenamiento de energia en
forma de grasa. La leptina es una hormona producida por el tejido
adiposo en proporcion directa a la cantidad del mismo, de manera que
un individuo obeso originara elevados niveles de leptina (Frihbeck,
2006). En situacion de abundancia energética, la leptina, a través de
sSus receptores centrales y periféricos, envia mensajes para reducir la
ingesta de alimento y aumentar el gasto energético mediante la
activacion de la AMPK (Protein kinasa activada por 5’-adenosin
monofosfato), rutas de termogénesis y disipacion de energia. En el
marco de unos receptores afuncionales, como es el caso de los
roedores LepR %% estas sefiales no llegan a su destino y no se ponen
en marcha tales mecanismos. El organismo interpreta una situacion de
déficit energético y dirige sus esfuerzos a la captacion y acumulaciéon

de energia en forma de tejido adiposo.
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La eleccion de este modelo espontdneo con una alteracién
genética, garantizd unas condiciones homogéneas en todos los grupos
experimentales, como podemos apreciar en los resultados mostrados,
a diferencia de lo que podria ocurrir con otros modelos inducidos, por
ejemplo, con dieta rica en lipidos (Burcelin, 2002), lo que facilité la
planificacion y desarrollo del estudio.

Aunque existian otros modelos murinos ideales para estudiar la
obesidad (Arion, 2010), elegimos este modelo animal porque nos
permitia también estudiar la diabetes secundaria que desarrollan los
animales, ya que este trabajo forma parte de un proyecto que pretende
estudiar el efecto de diversos polifenoles sobre distintas patologias. Por
ejemplo el modelo ob/ob posee caracteristicas similares al elegido por

Rdb/db

nosotros (Lep ), sin embargo no presenta una hiperglucemia tan

acusada.

Al inicio de nuestro experimento, todos los animales del estudio,
con 5-6 semanas de edad, presentaban un peso corporal homogéneo
de 28%3g. Al finalizar el estudio, con 28 semanas (7 meses) los
animales controles presentaron un peso corporal de 45+6g. Estos
datos se correspondian con la curva de crecimiento estandar de este
modelo animal (Barouch, 2003) en el que la obesidad esta descrita ya
desde edades muy tempranas y completamente instaurada hacia el 4°-
5° mes, aumentando a lo largo de la vida del animal hasta los 5-6
meses que comienza a descender, pudiendo llegar a alcanzar en su

pico maximo los 60 g.

La obesidad presente en este modelo animal, se debe a la
mutacion que afecta al receptor para la leptina. Como consecuencia de
esta mutacién se produce una disfuncién del receptor para la leptina,

gue se traduce tanto en una disminucién en el nimero de receptores
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expresados en la superficie celular como en la alteracion en la cascada
de sefializacion intracelular mediada a través de dicho receptor, lo que
conduce en Ultima instancia a una marcada resistencia a la accién de la

leptina.

Esta mutacion no implica una ausencia total del efecto de la
leptina (Crouse, 1998; Da Silva, 1998). Los animales homocigotos para
el alelo db (db/db) son manifiestamente obesos a las 5 semanas de
vida; a las 14 semanas, su composicién corporal contiene mas de un
40% de lipidos. Como consecuencia de procesos de hipertrofia e
hiperplasia, el crecimiento del tejido adiposo en el raton db/db es
anormal desde las primeras semanas de vida, fendmeno indicativo de
la alteracion de mecanismos relacionados con el mantenimiento de la
homeostasis energética desde el nacimiento y que posteriormente se

ven agravados por el comportamiento hiperfagico (Arion, 2010).

Todos los animales de todos los grupos en estudio, salvo los del
grupo PO-Citrolive, mostraron menor peso al final del estudio que el
grupo Control, siendo significativa dicha diferencia solamente para el

grupo del E. Spergularia.

El uso de estos polifenoles, sobre todo el E. Fresno, ya ha sido
descrito en patologias como la obesidad (Ibarra, 2011), por su accion
en la inhibicién de la diferenciacion de los adipocitos y por la inhibicion
del metabolismo de los lipidos a través del aumento de la modulacién
de la via de sefializacion del PPAR-a (Peroxisome proliferator-activated
receptor alpha), la cual esta involucrada en la homeostasis energética
(Bai, 2010).

Efectos similares sobre la disminucion del peso corporal se han

descrito en estudios realizados con E. Spergularia (Jouad, 2000; Jouad

2003). Este efecto reductor de peso corporal, se ha relacionado, en
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parte, con la capacidad de E. Spergularia para secretar GLP-1
(Glucagon-like peptide-1) (Jouad, 2000). El GLP-1 es una hormona
gastrointestinal, secretada principalmente después de las comidas, lo
gue estimula la utilizacion de glucosa por aumento de sensibilidad a la
insulina e inhibe la liberacion de glucagon, inhibiendo con ello la via de
glucogénesis (Holst, 2008).

Los resultados obtenidos con E. Granada revelaron también un
efecto reductor en el peso corporal de los animales de ese grupo, asi
como un menor indice de conversion alimenticio, coincidiendo estos
resultados con diversos estudios que han mostrado una disminucién de
la obesidad relacionada con la inflamacion (Hontecillas, 2009) y una
reduccion en la ganancia de peso en ratones tratados con E. Granada
(Vroegrijk, 2011).

La diferencia observada respecto al peso corporal entre las dos
vias de administracion del Citrolive (oral e inyectado), puede
relacionarse con la farmacocinética que sufre el producto una vez
administrado, que va a depender de la biodisponibildad de cada uno.
Aparentemente, los animales que ingirieron PO-Citrolive engordaron
mas y los del grupo SC-Citrolive menos. Sin embargo, cuando se
evalu6 el indice de conversion alimenticio los datos fueron
significativamente favorables para ambos grupos de Citrolive, es decir
gue aungue comieron mas, “engordaron” proporcionalmente menos
(p<0,05).

Diversos polifenoles han demostrado su efecto biolégico sobre la
obesidad mediante la modulacion de la absorcion de glucosa en el
tejido adiposo y en el musculo esquelético, al suprimir la expresion de
factores de transcripcion relacionados con la adipogénesis (Ashida,
2004). Otros estudios se centran en la modulacién de la actividad de la

lipasa pancreatica (LP) (De la Garza, 2011). Este enzima posee una
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accion clave en la digestion de los triglicéridos (Lowe, 2002) y se ha
utilizado para evaluar el potencial de eficiencia de productos naturales
como agentes antiobesidad (Sugiyama, 2007).

Partiendo de los datos obtenidos de la ingesta de alimento, se
calcul6 el indice de conversién alimenticio a partir de valores globales
por grupo. Para realizar una determinacién exacta del indice de
conversion hubiera sido necesario llevar a cabo un estudio en jaulas
metabdlicas, realizando previamente un analisis de palatabilidad de los
productos del estudio que se deseaban administrar con el alimento,

para descartar cualquier efecto que se pudiera atribuir a estos efectos.

Por lo tanto, una limitacion del estudio, correspondio a la
monitorizacion de la ingesta individual durante todo el experimento. A
pesar de ello, este indice mostré ser inferior en todos los grupos
tratados con respecto al control, lo que indicaria un balance energético
negativo, ya que para incrementar 1 gramo de peso , los animales
tratados deben ingerir un mayor volumen de alimento que los animales
controles. Podria ser que ese indice negativo se relacione con un
mayor gasto energético por parte de los animales tratados, congruente
con la mayor actividad que éstos podrian presentar, o bien porque
desperdiciaran mas alimento y ello hubiera hecho elevar el promedio
de ingesta mensual de los animales, por lo que esta ultima opcidn se

asociaria con un mejor estado, por una mayor actividad fisica.

Consideramos que este hecho pone de manifiesto la hiperfagia
caracteristica de los animales de este modelo, que es mas notoria en
las primeras semanas de vida, estabilizandose hacia la semana 10. En
ese momento cobran mayor importancia otros mecanismos en el
desarrollo de la obesidad (Vasselli, 1985). Este aumento de la ingesta

tiene su origen en el deterioro de la accion de la leptina y, por lo tanto,
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uno de sus principales efectos, el control de la ingesta, se encuentra

comprometido (Niswender, 2001).

Generalmente, la obesidad “exige” un mayor esfuerzo cardiaco,
y como consecuencia, un cierto grado de hipertrofia cardiaca, que
puede causar cardiomegalia. EI consumo de los polifenoles parecio
reducir este efecto, siendo el tamafio de los corazones mayor en el
grupo control que en los grupos tratados con polifenoles, apreciandose
una diferencia significativamente menor en el grupo SC-Citrolive, lo que
podria justificarse con el menor peso de este grupo de tratamiento vs
grupo PO-Citrolive y grupo control y la importancia de la diferente
biodisponibilidad de las dos vias de administracion de Citrolive. Existen
estudios que demuestran que el consumo de flavonoides disminuye el
riesgo de mortalidad y morbilidad por enfermedades cardiovasculares
(Grassi, 2009).

Este efecto ha sido comprobado sobre todo en los polifenoles
presentes en el vino y las verduras debido a su proteccion antioxidante.
Tal vez el compuesto mas estudiado en este contexto sea el
resveratrol. Se ha demostrado que el resveratrol ejerce efectos
protectores en el modelo de ratones deficientes en la apolipoproteina E
(Do, 2008), actuando sobre la concentracion sanguinea de lipidos y
sobre el desarrollo de la placa ateroesclerética. Esta molécula también
reduce la infiltracion celular, la fibrosis y la expresién de citoquinas
inflamatorias en un modelo de miocarditis autoinmune (Yoshida, 2007).
El mecanismo parece ser, al menos en parte, antiinflamatorio, ya que
disminuye la expresion de ICAM-1 (intercelular adhesion molecule 1) y
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) en los vasos sanguineos

disminuyendo la adhesion celular y el proceso inflamatorio.
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La adiponectina es una adipocitocina, que a diferencia de otras,
ve reducida su expresion en tejido adiposo y su concentracion
plasmética tanto en individuos con sobrepeso y obesos (Beltowski,
2003; Ouchi, 2003), como en modelos de obesidad animal, como por
ejemplo en ratones deficientes en leptina (ob/ob), ratones resistentes a
la leptina (db/db) y ratones alimentados con dietas ricas en grasas
(Scherer, 1995; Beltowski, 2003;).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, muestran cémo el
aporte de polifenoles en la dieta en ratones obesos resistentes a la
leptina (db/db), provocé un aumento del nivel de adiponectina en suero
tras 7 meses de tratamiento, al igual que otros estudios realizados con

flavonoides en modelos de ratones (Shabrova, 2011).

De todos los tratamientos, la mayor diferencia significativa se
observo con el grupo del E. Spergularia, coincidiendo con el grupo que
presentoé la mayor diferencia en cuanto a la reduccion de peso corporal.
Estos datos son concordantes con otros estudios, donde se ha visto la
relacion inversa que existe entre el porcentaje de grasa corporal y los
niveles plasmaticos de adiponectina (Ouchi, 2003; Tesauro, 2012;
McCourt, 2013). La pérdida de peso corporal en ratones obesos
también supone un incremento de la expresion de adiponectina (Ouchi,
2003).

Entre los grupos tratados con SC-Citrolive, a pesar de ser
mayores los niveles de adiponectina respecto al control, no se hallaron
diferencias significativas, comportamiento similar al observado con el
peso, pero si manifestaron diferencias entre las dos vias de
administracién, dando mejores resultados la administracion parenteral

gue la oral, al igual que ocurrié con el peso.
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El mecanismo por el que la secrecion de adiponectina esta
reducida en los individuos obesos es desconocido. Dado que la
adiponectina se estimula por la insulina y se inhibe por el TNF-a, la
resistencia a la insulina y el incremento en la expresion de TNF-a
podrian contribuir a este efecto. Por el contrario, la reduccion del peso
corporal mediante dietas hipocaldricas o el tratamiento quirargico de la
obesidad provocan una elevacién de la adiponectina en el plasma
(Beltowski, 2003; Ouchi, 2003). Dicha relacion coincide con los
resultados obtenidos, donde existe una relacién directa entre el peso
corporal y la concentracion plasmatica de TNF-a, e inversamente

proporcional a la concentracion plasmatica de adiponectina.

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que la obesidad
se asocia a un proceso inflamatorio crénico, ya que existe un aumento
de los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina 6 (IL6) y TNFa, y una concentracion plasmatica menor de
adiponectina (con efectos protectores antinflamatorios). Las
propiedades de los flavonoides como antiniflamatorios ha sido
demostrada en numerosos estudios previos (Benavente-Garcia, 2008,
Dassprakash, 2012). Asi, una reduccion de la concentracion de TNF-a
se traduciria en una menor inflamacién y un menor peso corporal (Kern,
1995a: Kern, 2001; Hontecillas, 2009). ElI consumo de polifenoles ha
mostrado en estudios previos, la reduccion de los niveles de TNF-a

(Shanmugam, 2008).

Dada la importante contribucién del desequilibrio que existe en el

R 9% analizamos los efectos de la

tejido adiposo de los ratones Lep
administracién cronica de los diferentes polifenoles sobre la secrecion
de las citoquinas TNF-a (inflamatoria) y adiponectina (antiinflamatoria)
en plasma. A los 7 meses de tratamiento, la concentracion de TNF-a
fue superior en el grupo control respecto a los grupos tratados, a

excepcion del grupo PO-Citrolive que fue ligeramente superior.
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Simultdneamente se produjo un aumento en la concentracion de
adiponectina, lo que demuestra que se redujo el estado inflamatorio
general de los animales tratados, con la consiguiente reduccion de

peso.

La evolucién de la concentracién plasmatica de TNF-a a lo largo
del estudio mostr6 un aumento progresivo tanto en el grupo control,
como en los grupos tratados, excepto para el grupo de tratamiento con
E. Granada, que fue el Gnico que consiguid reducir los niveles de TNF-
a desde el principio del estudio hasta el final, encontrando una

concentracion un 40% menor a los 7 meses respecto al grupo control.

La actividad antiinflamatoria in vitro de E. Granada ha sido
previamente demostrada en diversos estudios (Dassprakash, 2012;
Karasu, 2012). Los resultados obtenidos por nosotros coinciden con
trabajos consultados sobre el efecto de E. Granada, donde se ha
observado una supresion de la obesidad, relacionada con la
inflamacion (Hontecillas, 2009; Bekir, 2013). Hontecillas et al (2009),
demostraron que algunos de los efectos beneficiosos del E. Granada
estan mediados por la activacion de PPAR-y (peroxisome proliferator-

activated receptor gamma).

Otros estudios han encontrado que el E. Granada inhibe el TNF-
a inducido por hiperactivacion de neutroéfilos y protege de la inflamacion
colénica experimental en ratas y humanos (Boussetta, 2009;
Hollebeeck, 2012). Los acidos grasos conjugados, tales como el acido
linoleico y &cido linolénico han atraido recientemente importante
atencion debido a sus beneficios para la salud en una variedad de
modelos de enfermedades inflamatorias y metabdlicas crénicas. El
acido linoleico ejerce sus acciones sensibilizantes a la insulina y anti-

inflamatorias a través un mecanismo dependiente de la activacion de la
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proliferacion de PPAR y (Moya-Camarena, 1999; Bassaganya-Riera,

2004). El &cido linoleico esta presente en E. Granada (Sassano, 2009).

Analizando los resultados obtenidos, podemos proponer como
mecanismo implicado en el estado inflamatorio, un aumento de la
expresion de iINOS (Oxido nitrico sintasa inducible) en detrimento de la
isoforma constitutiva endotelial (eNOS), dafiando la producciéon de NO
(6xido nitrico) vasodilatador a nivel endotelial y favoreciendo el estado
inflamatorio sistémico y las alteraciones metabdlicas y vasculares
(Kapur, 2000). En este sentido, la actividad antiinflamatoria que se
manifiesta en el tejido adiposo con el aumento de la secrecion de
adiponectina en detrimento de la de TNF-a conllevaria el
restablecimiento del equilibrio eNOS/INOS. El efecto antioxidante que
presentan los polifenoles y la mejora de la respuesta a la insulina que
producen, también podrian contribuir al efecto antiinflamatorio y por

consiguiente, a la mayor pérdida de peso.

El efecto beneficioso de los flavonoides en los niveles de
colesterol ha sido ensayado previamente (Aviram, 2008; Benavente-
Garcia, 2008). En conejos alimentados con una dieta rica en colesterol,
un polifenol como la quercetina, redujo la hiperlipidemia y el estado

oxidativo de los vasos sanguineos (Kamada, 2005).

En nuestro trabajo los niveles de colesterol fueron en general
superiores en el grupo control respecto a los grupos tratados,
apreciandose una mayor diferencia a mitad del experimento, siendo un
18% (p< 0,05) , 16%, 13%, 3% y un 13% (p< 0,05) menor en el grupo
del E. Fresno, E. Spergularia, E. Granada, PO-Citrolive y SC-Citrolive
respectivamente. Estos resultados coinciden con estudios previos,
donde el E. Spergularia ya mostré una reduccion de colesterol en ratas
normales y en ratas con diabetes reciente (Jouad, 2003). El zumo del

E. Granada disminuyo el nivel de colesterol sérico y la peroxidacion
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lipidica en ratones. La captacion de LDL se redujo en 27% en los
macrofagos peritoneales de ratones en comparacion con ratones
tratados con placebo (Aviram, 2008); datos similares fueron reportados
en estudios con &cido elagico, presente en el E. Granada (Yoshimura,
2013).

Las principales moléculas presentes en Citrolive son
hidroxitirosol y oleuropeina. Numerosos estudios realizados tanto en
animales como en voluntarios humanos, han demostrado la capacidad
de Citrolive para reducir los niveles plasmaticos de triglicéridos y LDL-
Colesterol oxidado, mejorando el perfil lipidico y disminuyendo el indice
aterogénico (Bok, 1999; Benavente- Garcia, 2008). Un estudio de
administracion de polifenoles en hamsters hipercolesterolémicos dio
resultados similares (Auger, 2005). Al igual que la mayoria de los
efectos beneficiosos de los polifenoles, los efectos hipolipemiantes se
han atribuido a su actividad antioxidante, puesto que inhiben la
oxidacion de las LDL (lipoproteinas de baja densidad). Pese a ello, se
plantea también la implicacion de otros mecanismos, como pueden ser
modificaciones en la absorcion hepatica de colesterol, cambios en el
ensamblaje y la secrecion de trigliceridos o mediante efectos

antiinflamatorios (Zern, 2005).

Nuestros resultados apuntan a que el descenso en los niveles de
lipidos en plasma es secundario al efecto antiinflamatorio y a la mejora

en la resistencia a la insulina.

Por otra parte, no se descarta que la reduccién de la
hiperlipidemia pueda estar ademas, reforzada por el efecto antioxidante
directo de los polifenoles sobre la oxidacion de LDL (Frankel, 1993) u
otros mecanismos. En este sentido, los flavonoides también han sido

descritos como moduladores de la homeostasis lipidica en tejido
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adiposo e higado mediante la inhibicion de fosfodiesterasas (Peluso,
2006).

El estudio de Zang et al (2006) atribuye el efecto hipolipemiante
a la activacion de la AMPK que pueden producir los polifenoles. La
activacion de la AMPK favorece la oxidacion de los lipidos en la
mitocondria y reduce su sintesis. Ademas, la AMPK dificulta la excesiva
movilizacion de acidos grasos desde el tejido adiposo (Daval, 2005).
Por otro lado, el efecto antiinflamatorio de los polifenoles también
contribuye al efecto hipolipemiante, ya que una reduccién de la
concentracion de TNF-a reduce el estado inflamatorio del tejido
adiposo y con ello la lipolisis y liberacion de AGL al torrente circulatorio
(Cawthorn, 2008).

En cuanto a los otros parametros lipidicos, al inicio del
experimento todos los grupos mostraron hipertrigliceridemia
(>200mg/dl), elevados niveles de AGL (> 1mmol/L) y unos niveles de
HDL-C de 73%9, caracteristico de este modelo animal (Arion, 2010).
Los altos niveles de AGL no mostraron cambios a lo largo del
experimento en ningun grupo, mientras que los niveles de HDL-C solo
mostraron un aumento significativo de un 28% en el grupo SC-Citrolive

frente al grupo control.

El tratamiento con E. Fresno logré reducir un 25% los niveles de
triglicéridos respecto al grupo control al final del estudio, sin embargo,
al contrario de otros estudios (Auger, 2005), el tratamiento con
extractos polifendlicos en el resto de tratamientos no mostré una

mejoria en dicho niveles.
El higado es uno de los principales érganos responsables en el

control del metabolismo glucidico y lipidico. Este modelo animal, debido

a la resistencia a la leptina, manifiesta un acimulo de grasa en tejidos
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no adiposos, como es el caso del higado, por lo que es de esperar
encontrar hepatomegalia y esteatosis hepatica. El higado es un érgano
con gran implicacion en las manifestaciones de la obesidad, lo que
motivo al estudio anatomopatoldgico de dicho 6rgano.

La obesidad est4 asociada con esteatosis, una acumulacion
patoldgica de lipidos dentro de los hepatocitos (Kleiner, 2012). Este
modelo animal manifiesta un acimulo de grasa en tejidos no adiposos,
como es el caso del higado, por lo que es de esperar encontrar

hepatomegalia y esteatosis hepatica no alcohdlica.

Asi, el peso del higado de los grupos tratados con E. Fresno, E.
Spergularia y E. Granada fue un 18%, 21% y 17% menor
respectivamente frente al grupo control, siendo significativamente
inferior solo en el grupo del E. Spergularia. En los grupos tratados con
PO-Citrolive se aprecio un incremento significativo de un 13% del peso
hepatico respecto al grupo control, y de un 32% respecto del grupo SC-
Citrolive, lo que estaria justificado por el mayor peso corporal del grupo

PO-Citrolive y la menor concentracion de adiponectina en este grupo.

En el estudio anatomopatologico, los higados de los animales
alimentados con polifenoles presentaron un porcentaje de grasa un
77%, un 52%, un 65%, un 27% y un 64% menor para el grupo del E.
Fresno, E. Spergularia, E. Granada, PO-Citrolive y SC-Citrolive
respectivamente respecto al grupo control. El grado de esteatosis
observado fue de grado 1, segun la clasificacion de la AASLD
(American Association for the Study of liver Disease (Neuschawander,
2003) para todos ellos, excepto para el grupo Control y el grupo PO-
Citrolive que fue grado 2, coincidiendo con el mayor peso corporal de

estos grupos.
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La esteatosis hepética esta relacionada en este modelo con la
resistencia a la leptina. De hecho, en modelos experimentales de
obesidad inducida por una dieta rica en grasa en roedores sanos, el
aumento del tejido adiposo que se produce, conduce a un aumento en
la produccion de leptina (Zhang, 2002) y de su concentracion en
plasma. La leptina ejerce su efecto protector y el depésito extra-
adiposo de lipidos es minimo. Por el contrario, en animales resistentes
a la leptina, como es nuestro caso, este depdsito de lipidos es mucho
mayor incluso cuando se les alimenta con una dieta baja en grasa (Lee,
2001). Se indica asi que la leptina determina el destino del exceso de

grasa aportado por la dieta.

Por otra parte, se ha propuesto que diferentes polifenoles
presentan una accion activadora de AMPK (Zang, 2006). La AMPK
estd presente en la mayoria de los 6érganos incluyendo el higado,
musculo esquelético, corazon, hipotalamo e incluso en las células
adiposas. La AMPK participa en la regulacion de la glucdlisis, en la
entrada de glucosa, en la oxidacion de lipidos, en la sintesis de acidos
grasos, en la sintesis de colesterol y en la gluconeogénesis, por lo que
ha sido considerada como una enzima diana en el posible tratamiento
de algunas enfermedades como lo son la obesidad, la diabetes mellitus
tipo 2 y la esteatosis hepatica. Asi, la reduccién plasmatica de la
produccion de TNF-a y el aumento de la secrecién de adiponectina,
originada por el tratamiento con polifenoles, puede ser responsable de
la activacion de la AMPK en el higado (Yamauchi, 2002) y su

consecuente reduccion de esteatosis frente al grupo control.

En este modelo animal, entre los 3 6 4 meses de edad, puede
aparecer una hipertension moderada, basada en una disfuncion
endotelial producida por varios posibles factores. Los factores que

pueden influir en su aparicion son:
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- Desaparicion del efecto vasodilatador que ejerce la leptina al unirse
a sus receptores endoteliales (Winters, 2000).

- Efecto negativo del exceso de insulina en plasma sobre la
vasodilatacién por aumento de los receptores para la endotelina-1
(Wu, 2000).

- Aumento de la expresion de la isoforma inducible de la NOS (iNOS)
en detrimento de la isoforma constitutiva endotelial (eNOS),
dafiando la producciéon de NO (6xido nitrico) vasodilatador a nivel
endotelial y favoreciendo el estado inflamatorio sistémico y las
alteraciones metabdlicas y vasculares (Kapur, 2000).

- Hipertrofia ventricular izquierda presente en este modelo animal,
debido a la resistencia de la leptina, ya que tiene efectos
antihipertroficos en el corazon, ya sea directamente o través de una
via neurohumoral regulado por la leptina. La interrupcion de la
sefalizacion de la leptina puede representar un nuevo mecanismo
en los trastornos cardiovasculares relacionados con la hipertrofia
ventricular izquierda debido al aumento de la carga hemodinamica
(Barouch, 2003).

Los ratones tratados con E. Fresno, E. Spergularia y E.
Granada, revelaron valores de presion sistélica menores, con una
diferencia de aproximadamente 17+3 mmHg respecto al grupo control
al final del experimento. El tratamiento con Citrolive en diferentes vias,
mostréo un efecto beneficioso a favor de SC-Citrolive de 12mmHg
respecto al grupo control, sin encontrar diferencias respecto al grupo
PO-Citrolive, marcando de nuevo la importancia que juega la

biodisponibildad del producto.

Estos datos coinciden con otros estudios realizados con E.
Granada en ratas Wistar diabéticas, donde una administracion crénica
del E. Granada (100 mg/kg y 300 mg/kg; durante 4 semanas) redujo la

presiébn sanguinea arterial media y revirtio los cambios bioquimicos
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inducidos por la diabetes y angiotensina Il, probablemente por la
inhibicién de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) (Mohan, 2010).

En ratas Zucker obesas, el tratamiento con E. Granada
disminuyé significativamente la expresion de marcadores de
inflamacion vascular, trombospondina (p < 0,05) y aumenté la
expresion de la oxido nitrico sintasa endotelial. El nitrato del plasma y
los niveles de nitrito se incrementaron de manera significativa por los E.
Granada (p < 0,05). Este estudio concluyé que los E. Granada pueden
ejercer efectos beneficiosos sobre la funcion arterial en ratas Zucker
obesas (de Nigris, 2007).

Asimismo, otros flavonoides han demostrado sus propiedades
antihipertensivas en distintos modelos experimentales de hipertension
arterial (Duarte, 2002; Galisteo, 2004; Sanchez, 2006). Dicho efecto ha
sido relacionado con los beneficios que ejercen los flavonoides sobre el
endotelio vascular, que se atribuyen, entre otros mecanismos, a su

actividad antioxidante (Duarte, 2002).

Los niveles elevados de homocisteina se han relacionado con
mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares y enfermedades
neurodegenerativas (Sanchez, 2009). El valor plasmatico de
homocisteina en todos los grupos de tratamiento fue menor respecto a
los animales del grupo control, apreciandose una mayor diferencia
significativa en el grupo del E. Fresno. La homocisteina se encuentra
implicada en el desarrollo de la arterosclerosis, parece ser que este
aminoéacido afecta a la sangre, de forma que las plaquetas se vuelven
mas adhesivas y, por lo tanto, favorecen la formacién de coagulos.
Estos pueden llegar a obstruir completamente las arterias o las venas
impidiendo la circulacion de la sangre, lo que da lugar a las trombosis y

otros accidentes vasculares. Dicha disminucién corrobora los efectos
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beneficiosos de los polifenoles a nivel cardiovascular (Grassi, 2009).

Con objeto de analizar los efectos potenciales de los productos
ensayados sobre los parametros relacionados con la resistencia a la
insulina, se realizaron las siguientes determinaciones: niveles de
glucosa, Insulina plasmética, hemoglobina glicosilada, y el parametro
HOMA-IR.

Varios estudios in vitro en células cultivadas han demostrado
qgue los polifenoles pueden aumentar la captacion de glucosa por los
tejidos periféricos. El acido cafeico aumenta la captacion de glucosa
por los adipocitos y mioblastos de rata o raton (Cheng, 2000; Hsu,
2000). Extractos de té negro y verde también aumentaron la
captacion de glucosa por los adipocitos de rata, tanto en la presencia
0 ausencia de insulina (Anderson, 2002). Sin embargo, resultados
opuestos informaron también que la quercetina y la genisteina,
inhiben tanto la captacion de glucosa inducida por la insulina en
adipocitos de rata como de hidrégeno peroxido en lineas de células
leucémicas (Shisheva, 1992; Fiorentini, 2001).

Los polifenoles pueden ejercer acciones diferentes en tejidos
periféricos que puedan disminuir la glucemia. Estos incluyen la
inhibicion de la gluconeogénesis (Arion, 1997; Liu, 2000),
estimulacién adrenérgica de la captacion de glucosa (Cheng, 2000) o
la estimulacién de la liberacion de insulina pancreéatica por las
células B (Ohno, 1993). La implicaciéon de estos mecanismos es
todavia hipotética. El acido p-hidroxibenzoico, que muestra los
efectos hipoglucemiantes en ratas diabéticas cuando se someten a
una prueba de tolerancia a la glucosa, no tuvo efecto sobre la
insulinemia y el glucogeno hepético (Peungvicha, 1998). Por el
contrario, algunos polifenoles podrian tener efectos opuestos y

provocar la disminucién de la captacién de glucosa en los tejidos
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periféricos mediante la inhibicion del transportador de glucosa
GLUTL, (Shisheva, 1992; Vera, 1996).

A pesar de que muchos flavonoides han demostrado
ampliamente sus efectos beneficiosos en la prevencion de la diabetes,
en parte gracias a sus metabolitos fendlicos secundarios (Crozier,
2009), nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en
cuanto a la glucemia determinada mensualmente, salvo para el grupo
del E. Fresno, que presentd una mejoria significativa en el 6° mes de
tratamiento respecto al grupo control. Estos resultados coinciden con
otros estudios realizados previamente con este producto (Ibarra, 2011),
donde se obtuvieron reducciones de los niveles de glucosa de un 76,
52%.

Sin embargo, los resultados obtenidos respecto a la glucosa
para el resto de grupos tratados resultan contradictorios respecto a
otros estudios publicados (Hamden 2009; Jemai, 2009; Fuhrman,
2010), donde se pone de manifiesto los efectos beneficiosos de estos

extractos frente a la diabetes.

La escasa respuesta obtenida a nivel de la glucemia de nuestros
polifenoles, podria estar determinada por la eleccion del modelo.
Debemos considerar que se trata de un modelo espontaneo diabético
gue presenta hiperglucemia desde la quinta semana de vida y teniendo
en cuenta que estamos valorando extractos naturales, a pesar de
haber mostrado beneficios en otros modelos experimentales (Hamden
2009; Jemai, 2009; Ibarra, 2011; Vinholes, 2011), es posible que no
sean capaces, por si solos, de contrarrestar los altos niveles

plasmaticos de glucosa presentes en este modelo animal.

Por ello seria recomendable plantear el estudio en otro modelo,

0 asociar la administracibn concomitante de farmacos antidiabéticos
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junto con este tipo de extractos, para valorar su efecto sobre la

glucemia.

También habria que considerar que la glucemia se puede ver
alterada ante situaciones de estrés, hecho que puede producirse
durante las manipulaciones de los animales para las extracciones o
determinaciones de la glucemia, por ello se llevo a cabo la
determinacién de la hemoglobina glicosilada, cuyas determinaciones
confirmaron que los altos niveles de glucosa se correspondian a
elevados valores de hemoglobina glicosilada, siendo estos niveles
incluso superiores para los grupos tratados que para los controles,
excepto para el grupo del E. Fresno, donde fue un 12% menor respecto
al grupo control.

Uno de los efectos mas importantes para valorar el efecto de la
resistencia a la insulina, fue el descenso de la concentracion
plasmatica de insulina y del parametro HOMA-IR en los grupos tratados
comparados con el grupo control, sugiriendo una mejora de la
respuesta a la insulina. Otros antioxidantes han sido estudiados
ampliamente y existen trabajos que demuestran la capacidad de estos
flavonoides para mejorar la sensibilidad a la insulina y el metabolismo
glucidico (Kato, 2008).

Los mecanismos propuestos para estas acciones son
fundamentalmente su actividad antioxidante, al igual que ocurre con
otros compuestos similares como el epigalo-categol-galato del té verde
o el y-tocoferol (Venables, 2008; Singh 2008), y el efecto
antiinflamatorio, demostrado tanto in vitro como in vivo en diferentes
modelos experimentales de enfermedades inflamatorias (Hollebeeck
2012; Karasu 2012).
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En nuestro trabajo, estos dos parametros mostraron diferencias
significativas en los resultados obtenidos para el grupo del E. Fresno,
donde se aprecié una disminucion del 46 % en los niveles del HOMA-
IR frente al grupo control, que se correspondid con un descenso del
22% en los niveles de insulina, lo que pone de manifiesto una menor
resistencia a la insulina en los animales que tomaron E. Fresno frente
al grupo control. Estos resultados se corresponden con menores
niveles de glucosa y de hemoglobina glicosilada, a pesar de no

presentar diferencias significativas con los controles.

En general, todos los grupos tratados con polifenoles
presentaron menores niveles de insulina y de HOMA-IR que los
animales del grupo control. Esto indica que, a pesar de que los niveles
de glucosa y de hemoglobina glicosilada no presentaron diferencias
significativas entre tratados y controles, excepto para el grupo del E.
Fresno, no obstante si observamos diferencias que revelan que los
animales tratados presentan menores niveles de insulina que los

controles, presentando por ello menor resistencia a la insulina.

El origen de la resistencia a la insulina se podria atribuir a un
componente inflamatorio, que se correlaciona con el aumento de la
secrecion de TNF-a y la disminucion de la adiponectina, perdiéndose
gran parte del efecto sensibilizador a la insulina de esta ultima
adipocitoquina. En nuestro estudio, al final del experimento, los grupos
tratados (excepto el grupo PO-Citrolive) presentaron un mayor nivel de
adiponectina y un menor nivel de TNF-a respecto al grupo control.
Dicha relacion se tradujo en una menor resistencia a la insulina

presente en los grupos tratados.
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Del andlisis de los resultados obtenidos podemos proponer dos

posibles mecanismos implicados en las propiedades de los polifenoles:

La actividad antioxidante que presentan los flavonoides
(Benavente- Garcia, 2008) puede ser responsable directa de la
mejora en la respuesta a la insulina, la reduccion de la
hiperlipidemia en alguno de los tratamientos y disminucion de la

tension arterial.

La actividad antiinflamatoria que se manifiesta con el aumento
de la secreciéon de adiponectina en detrimento de la de TNF-a
podria conllevar el restablecimiento del equilibrio eNOS/INOS. El
aumento de la secrecion de adiponectina podria justificar la
reduccion de la esteatosis hepatica a través de la activacion de
la via de la AMPK en el higado. Este mecanismo refuerza los

efectos mediados por la actividad antioxidante.
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Discusion

En resumen, la obesidad es una enfermedad que ha ido
aumentando su prevalencia en las Ultimas décadas. Son bien
conocidas las consecuencias del exceso de peso sobre el sistema
cardiovascular, digestivo, osteoarticular, endocrino-metabdlico y

algunos tipos de cancer.

Los flavonoides han demostrado en diversos estudios,
propiedades beneficiosas para la salud que incluyen, entre otros,
efectos antiinflamatorios, antidiabéticos, antihipertensivos,
cardioprotectores y antiobesidad.

Realizamos el estudio experimental con 60 ratones LepR® /@
hembras (n=10) para conocer el efecto de 4 tipos de flavonoides: E.
Fresno, E. Spergularia, E. Granada y Citrolive (por via oral: PO-
Citrolive y subcutaneo: SC-Citrolive) durante 7 meses.

En todos los grupos de tratamiento se observé una disminucién
del peso de los animales respecto a los del grupo control, excepto para
el grupo PO-Citrolive. Dicha disminucion se corroboré con un aumento
mayor de adiponectina en los grupos tratados y menor TNF-a a nivel
plasmatico. El colesterol total plasmatico fue menor en todos los grupos
de tratamiento. La concentracion de triglicéridos plasmaticos resultd
menor a los 7 meses de tratamiento en los grupos del E. Fresno, E.
Spergularia y PO-Citrolive. Asimismo existio un descenso mayor de la
tensidon arterial sistolica y diastélica en los grupos de tratamiento. La
esteatosis hepatica fue significativamente menor en todos los grupos
de tratamiento (grado | en todos ellos, excepto en el grupo PO-Citrolive,

gue, como para el grupo control fue grado II).
Dichos datos demuestran el efecto beneficioso de la pérdida de

peso traducido en una menor hipertension arterial, un mejor perfil

lipidico y una menor esteatosis de los grupos tratados con flavonoides.
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Discusion

En general, los resultados de nuestro estudio corroboran los
efectos beneficiosos de los polifenoles sobre las alteraciones
metabdlicas, convirtiéndolos en una herramienta potencial como
constituyentes fundamentales en la preparacion de alimentos
funcionales orientados al tratamiento de patologias relacionadas con la
obesidad. Sin embargo serian necesarios mas trabajos que nos
permitan ahondar en los diferentes mecanismos de accion de estas

moléculas.
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VII. CONCLUSIONES







Conclusiones

. La administracion de los 4 agentes de polifenoles: E. Fresno, E.
Spergularia, E. Granada y SC-Citrolive provoco la disminucion del peso
corporal de los animales desde los primeros meses de tratamiento, asi
como de los 6rganos estudiados (higado y corazén) excepto para el
grupo PO-Citrolive. El indice de conversion alimenticio fue menor en

todos los grupos de tratamiento.

. El perfil lipidico de los animales tratados mejoro respecto a los controles,
siendo las concentraciones plasmaticas de colesterol total menores en
todos los grupos de tratamiento, aumentando el HDL-C plasmatico en
los grupos del E. Fresno, E. Granada y SC-Citrolive y disminuyendo la
concentracion de triglicéridos plasmaticos en los grupos del E. Fresno,
Spergularia y PO-Citrolive. La esteatosis hepatica fue significativamente
menor en todos los grupos de tratamiento (grado | en todos ellos,
excepto en el grupo PO-Citrolive, que, como para el grupo control fue

grado II).

. Los niveles plasmaticos de adiponectina aumentaron y los de TNF-
disminuyeron en todos los grupos tratados (excepto para el grupo PO-

Citrolive) respecto al grupo control.

. La tensidon arterial disminuyo a partir de las 18-20 semanas en todos los
grupos de tratamiento excepto para el grupo PO-Citrolive. Los niveles
plasmaticos de homocisteina también se vieron reducidos en todos los

grupos de tratamiento.

. La concentracién de glucosa no mostré6 mejoria con ningan tratamiento,
excepto para el grupo del E. Fresno en el sexto mes, siendo este grupo
el Unico que mostr6 una menor concentracion de hemoglobina
glicosilada. Los niveles de insulina plasmatica y el parametro HOMA-IR
fueron menor en todos los grupos, lo que refleja la menor resistencia a la

insulina en los grupos tratados con polifenoles.
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