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INTRODUCCION

Recientemente, la Asociacion americana de Diabetes (AAD,
2013) ha definido la Diabetes Mellitus (DM) como un grupo de
enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia,
resultante de la alteracion de la secrecidon de insulina, la accion
de la insulina, o ambas. La hiperglucemia crénica de la DM se
asocia con el dafo a largo plazo, la disfuncién y el fallo organico,
especialmente ojos, rifones, nervios, corazon y vasos sanguineos.
Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo
de la DM, desde la destruccion autoinmune de las células 3 del
pancreas con la consecuente deficiencia de insulina hasta las
anomalias que provocan resistencia a la accion de la insulina. La
base de las anomalias del metabolismo de los carbohidratos, las
grasas y las proteinas en la DM es la accion deficiente de la insulina
sobre los tejidos diana. La deficiente accion de la insulina proviene
de su secrecion inadecuada y/o la disminucién de la respuesta de
los tejidos a la insulina en uno 0 mas puntos de la compleja via
de la accion hormonal. El deterioro de la secrecion de insulina y
los defectos de la accion insulinica suelen coexistir en el mismo
paciente, y no esta establecido cual de las anormalidades es la
causa principal de la hiperglucemia, si es que actuan por si solas.

La prevalencia mundial de la diabetes ha aumentado
impresionantemente en los ultimos anos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud en el mundo hay mas de 347 millones de
personas con diabetes (OMS, 2013).

La prevalencia de ambos tipos de diabetes, es decir, tipo 1y
tipo 2, aumenta a nivel mundial, pero la de tipo 2 lo hace de una
manera mucho mas rapido debido al aumento de la obesidad en
la poblacién y la disminucion de la actividad fisica conforme se
industrializa cada vez un mayor numero de paises. Es semejante
en varones y mujeres en todos los limites de edad, pero levemente
mayor en varones de 60 aios o mas.

Las estimaciones a nivel mundial indican que en el afio 2030
el numero mayor de diabéticos tendra 45 a 64 afnos de vida (OMS,
2013).
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El modelo espontaneo de raton db/db es un buen modelo
de experimentacion debido a que a partir de las cuatro semanas
de vida los animales presentan hiperglucemia, hiperinsulinemia,
hiperfagia y obesidad por lo que representan un buen modelo para
estudiar la diabetes. El “gen de la diabetes” (db) se transmite de
modo autosdémico recesivo y codifica una mutacion puntual (G a
T) en el gen del receptor de la leptina, dando lugar a un déficit
de sefalizacidon de dicha hormona adipocitaria (Chen, 1996). La
mutacion db/db muestra muchas de las caracteristicas de la DM2
humana (Sharma, 2003).

Los ratones db/db son insensibles al suministro de leptina
exodgena (Campfield, 1996). Laevolucion de estos ratones es bifasica,
mostrando primero hiperinsulinemia y después hipoinsulinemia. La
fase hiperinsulinémica aparece alrededor de los 10 dias, acusando
ya discreta elevacion de la glucemia alrededor del mes y siendo
franca la hiperglicemia a las 8 semanas de edad. A los 5 6 6
meses, el peso corporal comienza a descender en paralelo con una
degeneracion de las células B de los islotes, entrando en la fase
hipoinsulinémica (Like, 1972; Bodary, 2002; Bodary, 2005; Surmi,
2008).

Existen numerosos estudios que demuestran los beneficios
aportados por las dietas ricas en vegetales. Distintos autores han
demostrado que la ingesta abundante de frutas y verduras reduce el
riesgo de padecer desde enfermedades inflamatorias (Kim, 2004a;
Kim, 2004b; Rahman, 2006) a varios tipos de cancer (cancer gastrico
y de esofago (Sun, 2002), de prostata (Berkow, 2007; Gates, 2009;
Wang, 2009), etc.). Aunque hay numerosas moléculas implicadas en
estos efectos saludables, probablemente el grupo mas importante sea
el de los flavonoides (Chun, 2005).

Estos compuestos polifendlicos, de los cuales hay descritos mas
de 8000 (Benavente-Garcia, 2008), son metabolitos secundarios de
las plantas, con numerosas funciones dentro del reino vegetal, desde
proteccion frente a la radiacion, a predadores o patégenos (Havsteen,
2002; Del Rio, 2004; Ortuio, 2006; Stevenson, 2007), hasta el
establecimiento de simbiosis con bacterias, insectos o animales
(Havsteen, 2002).
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INTRODUCCION

Una vez incorporados a la dieta humana, los polifenoles
pueden tener variados efectos. Como antioxidantes, se les ha
atribuido una gran cantidad de propiedades beneficiosas para la
salud, ya que pueden proteger estructuras celulares del ataque de
especies reactivas del oxigeno y asi limitar el riesgo de padecer
enfermedades asociadas al estrés oxidativo. Existen numerosos
estudios que atribuyen a los polifenoles de la dieta un importante
papel en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancer,
osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas y Diabetes Mellitus
(Scalbert, 2005).

Muchas plantas han sido tradicionalmente utilizadas en el
tratamiento de la diabetes. Los polifenoles contenidos en estas
plantas puede explicar parte de su actividad terapéutica (Marles,
1995; Gray, 1997). Los polifenoles pueden afectar la glucemia a
través de diferentes mecanismos, incluyendo la inhibicién de la
absorcion de glucosa en el intestino o de su absorcion por los tejidos
periféricos (Welsch, 1989; Matsumoto, 1993; Gee, 2000; Matsui,
2002).

Los polifenoles no sélo podrianinhibirla absorcién de glucosa en
el intestino delgado, sino que también podrian limitar su reabsorcion
en el rindn, como se ha demostrado con la florizina (Dimitrakoudis,
1992).
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ANTECEDENTES

PANCREAS

El pancreas es una glandula digestiva elongada, de consistencia
blanda y de color gris rojizo. En el hombre adulto mide de 20 a 25
cm de largo y su peso varia entre 65 y 160 g. Por sus cararcteres
exteriores, asi como su estructura, presenta gran analogia con
las glandulas salivales; de aqui el nombre de glandula salival
abdominal con el cual se habia designado durante afios, Siebold
(Spalteholz, 1963; Fawcett, 1993; Moore, 1993). Se halla situado en
la porcion superior del abdomen, por delante de la columna vertebral
lumbar, por detras del estobmago, entre el bazo, que corresponde
a su extremidad izquierda, y el asa duodenal, que engloba en su
concavidad toda su extremidad derecha (Moore, 1993).

Conformacion externa:

En el pancreas podemos distinguir tres partes: una parte media
0 cuerpo; una extremidad derecha o cabeza; y una extremidad
izquierda o cola. Entre el cuerpo y la cabeza existe una linea de
demarcacion, que se conoce con el nombre de cuello o istmo.

1) La cabeza: se halla enclavada en el espacio que limitan
en su conjunto las tres primeras porciones y aun a veces las
cuatro porciones del duodeno. Su extremidad inferoexterna se
dirige hacia la linea media, formando una eminencia aplanada,
casi siempre arrollada en espiral, designado con el nombre de
pequerio pancreas o pancreas de Winslow. La cabeza descansa
en el plano posterior en la vena cava inferior, vasos renales
derechos y vena renal izquierda. El conducto biliar se apoya, en
su camino al duodeno, en un surco de la cara posterosuperior
de la cabeza del pancreas y, a veces, esta incluido dentro de
ella.
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2) Istmo o cuello: es la porcién estrecha del pancreas que une
la cabeza con el cuerpo. Es una porcion sumamente aplanada.
En el borde superior esta limitado por el duodeno, el pancreas
forma una hendidura que abraza el duodeno, por la cual es
designado con el nombre de escotadura superior o duodenal
(muesca duodenal de Wiart). En su porcion interna el borde
superior se eleva a veces formando una eminencia mas o menos
notable, que traspasa la pequena curvatura del estdmago, es
el tuber omentale ( tuberosidad epiploida de His), llamado asi
por hallarse cubierto por delante por el epiplon menor. En el
borde inferior se encuentra limitado por la escotadura inferior
0 escotadura mesentérica del pancreas, por la cual pasan los
vasos mesentéricos superiores.

3) El cuerpo: se halla situado algo mas alto que la cabeza del
pancreas, cruza la aorta y las vértebras lumbares superiores,
por detras de la bolsa omental. El cuerpo tiene una forma
ligeramente triangular, en una seccion transversal, y posee tres
caras: anterior, posterior e inferior. La cara anterior esta cubierta
por peritoneo y forma parte del lecho del estbmago; en ella se
inserta el mesocolon transverso. La cara posterior carece de
recubrimiento peritoneal y se halla en contacto con la aorta,
arteria mesentérica superior, glandula suprarrenal izquierda y
rindn izquierdo con los vasos correspondientes. El cuerpo del
pancreas esta intimamente relacionado con la vena esplénica.
Por delante de la aorta, el cuerpo del pancreas esta situado
entre el tronco celiaco y la arteria mesentérica superior. El borde
inferior del cuerpo del pancreas separa la cara posterior de la cara
inferior. Posee una pequefa proyeccion o tuberosidad omental
gue se origina en el borde superior y entra en contacto con el
omento menor. Esta tuberosidad se encuentra inmediatamente
inferior al tronco celiaco.

4) La cola: unas veces se presenta aplanada, delgada y
como afilada, y otras, al contrario, redondeada y roma o bien
ligeramente hinchada en forma de maza. Sus relaciones son
también muy variables: a veces esta en contacto inmediato
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ANTECEDENTES

con el bazo, y otras se halla separada de dicho érgano por un
intervalo que varia ordinariamente de 1 a 4 centimetros, en este
caso los dos 6rganos se encuentran unidos por un repliegue
del peritoneo, conocido con el nombre de epiplén pancreatico-
esplénico. Pasa entre las dos tunicas del ligamento hepatorrenal
con los vasos esplénicos y en general termina en contacto con
el hilio esplénico (Fawcett, 1993; Moore, 1993).

A veces podemos encontrarnos variaciones:

- Pancreas anular: rodea por completo la porcién
descendente del duodeno, a la altura de la ampolla
hepatopancreatica.

- Pancreas dividido: conserva su disposicion embrionaria,
en el que cada porcion posee un conducto excretor
propio.

- Islotes pancreaticos aberrantes: situados en los mesos de
la vecindad (Latarjet, 2005).

v. cava inf. piloro aorta

v. gastroepiploica dcha. V. esplénica

g ) a. esplénica
tronco celiaco

‘ vﬁ b i o .
/;}\ : \\N\f," A :

a. pancreaticoduodenal sup. ant.

v. pancredticoduodenal

cabeza del pancreas

¥
cola del pancreas

a. mesentérica sup.
v. mesentérica sup.
arterias del yeyuno
pliegue yeyuno-duodenal

repliegue ganchoso
v. pancreaticoduodenal

a. pancredticoduodenal inf.

Figura 1. Vista frontal de Pancreas. La imagen ha sido obtenida del Atlas

ilustrado de Anatomia.

23



Efecto de flavonoides (extractos de fresno, spergularia y granada) sobre ratones diabéticos db/db

Inervado por fibras que derivan del plexo celiaco, el pancreas
tiene una estructura distinta segun la funcion desarrollada por cada
una de sus partes (Fawcett, 1993; Moore, 1993; Latarjet, 2005).

Estructura histolégica:

El pancreas es, como el higado, un 6rgano complejo que
contiene, intimamente mezcladas una con otra, dos glandulas
morfolégicamente diferentes: una glandula de secrecion externa, en
la cual el jugo pancreatico es vertido en el duodeno por los conductos
pancreatico y pancreatico accesorio; y una glandula de secrecion
interna (la insulina, el glucagon, somatostatina y polipéptido
pancreatico) que se vierte en la sangre. Estas hormonas tienen una
accion esencial de la regulacion del metabolismo (Latarjet, 2005).

a) Pancreas exocrino (secrecion externa):

El pancreas exocrino pertenece morfoldgicamente a la clase de
las glandulas en racimo, se divide en I6ébulos primitivos, los cuales
a su vez se descomponen en lobulos secundarios y éstos a su vez
en acinos.

- Acinos pancreaticos: Los acinos o saculos secretorios son los
elementos fundamentales del pancreas, son morfolégicamente
equivalentes, conociendo solamente uno de ello podemos tener
nociéon completa de todo el 6rgano: cada uno de ellos es un
pancreas minusculo. Los acinos estan compuestos por una
pared propia, un epitelio y una cavidad central.

- Aparato excretor. Al salir de los acinos pancreaticos, los
conductillos excretores o conductos intercalares, se conducen
exactamente como en las glandulas salivales. Dichos conductillos
terminan en conductos cada vez mas voluminosos, que

constituyen sucesivamente los conductos intralobulillares y los
conductos interlobulillares, los cuales, a su vez, desembocan,
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finalmente, en dos conductos principales:

- El conducto principal o de Wirsung, que atraviesa el
pancreas longitudinalmente y desemboca en la papila mayor
del duodeno (papila de Vater), junto al colédoco, con el que
se une distalmente.

- El conducto accesorio o canal de Santorini, que
desemboca en la papila menor del duodeno (Fawcett, 1993;
Moore, 1993; Latarjet, 2005).

a) Pancreas endocrino (secrecion interna):

El pancreas endocrino esta representado por un sistema de
corpusculos redondeados u ovales, de coloracion relativamente
clara, diseminados sin orden entre los acinos de la glandula
exocrina, son los islotes de Langerhans, que fueron descubiertos
en 1869 por el histélogo Paul Langerhans. 20 afios mas tarde, Von
Mering y Minkowski (1889) fueron los encargados de esclarecer la
funcion endocrina del pancreas; pero fue Laguesse, en 1894, el que
atribuyd esta funcion a los islotes pancreaticos, a los cuales nombro
islotes de Langerhans.

En el ser humano,los términos cabeza, cuello, cuerpo y cola se
utilizan para designar las regiones del érgano de proximal a distal,
mientras que en roedores la forma del pancreas esta bastante
menos definida (Slack, 1995). El conducto pancreatico principal
entra en la papila duodenal pero comunmente en el ratbn mas de
un conducto entra en el duodeno. La renovacion de las células
es de aproximadamente 0,6%/dia en los conductos pancreaticos
pequefios y 1% en los conductos grandes, un recambio celular que
es de una orden de magnitud mayor que las células de los islotes
(0,14%) o células acinares (0,02-0,07%) (Maronpot, 1999).

El pancreas del raton se desarrolla por fusion de los rudimentos
pancreaticos dorsales y ventrales derivados del intestino anterior. En
el raton el primordio pancreatico aparece en el dia 11 de la gestacién.
El conducto pancreatico contiene un precursor indiferenciado de
células que migran a través del conducto para formar tanto los
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islotes como las células acinares (Maronpot, 1999).

El pancreas del raton, al igual que el de humano, posee dos
glandulas, una de secrecién externa (pancreas exocrino) y otra de
secrecion interna (pancreas endocrino) (Maronpot, 1999).

Islotes de Langerhans:

Histologicamente, los islotes de Langerhans estan formados
por nidos celulares, de calibre muy irregular, contorneados sobre
si mismos, mas o menos anastomosados, separados unos de
otros por tejido conjuntivo y vasos. Las células de los islotes, son
generalmente claras, aunque, entre ellas se encuentran otras mas
0 menos oscuras. Es muy probable que unas y otras representen el
mismo elemento en dos estadios funcionales diferentes: las células
oscuras (estadio de actividad), que han elaborado y continuan
elaborando productos de secrecion, y las células claras (estadio de
reposo), que se han liberado de esos productos en el vaso vecino.

Los islotes pancreaticos son de gran importancia, ya que
representan el centro de control de la homeostasia de la glucosa en
el organismo. Para lograrlo, deben estar ricamente vascularizados
e inervados, de tal manera que puedan responder a los estimulos
metabdlicos, endocrinos o nerviosos que continuamente se producen
en el organismo.

El pancreas de un humano adulto normal esta compuesto
por cerca de un millén de islotes, los cuales constituyen el 2-3%
del total de la masa de la glandula. Los islotes poseen un tamano
ampliamente variable, desde unas pocas docenas de células hasta
miles de ellas. Los islotes, en el adulto pesan sélode 1a1,5gy
mayoritariamente suelen medir entre 100 y 200 um y estan formados
por cuatro tipos principales de células: B, a, 6 y PP (polipéptido
pancreatico); y otros dos tipos secundarios.

- Células B: son las encargadas de producir insulina.
- Células a:sonlas encargadas de secretar glucagon, sustancia
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gue induce hiperglucemia debido a su actividad glucogenolitica
en el higado.

- Células &: contienen somatostatina, sustancia que suprime la
liberacién de insulina y glucagoén.

- Células PP: contienen un unico polipéptido pancreatico
qgue porvoca diversos efectos gastrointestinales, tales como la
estimulacion de la secrecion de enzimas gastricas e intestinales
y la inhibicion de la motilidad intestinal.

Islote de
Langerhans Acinos

Célula -
pancreaticos

Célula beta

Figura 2. Anatomia fisioldgica de un islote pancreéatico de Langerhans. La

imagen ha sido obtenida del libro Tratado de Fisiologia Médica.

Las células a estan localizadas en la periferia del islote, en
la zona central del islote se encuentran las células B, que son las
células mayoritarias, y entre ambas se encuentran las células d y las
PP. La proporcion de células a, B, 8 y PP en un islote adulto es de
20:68:10:2 respectivamente. Las hormonas que son producidas en
los islotes pancreaticos son directamente liberadas a los capilares
sanguineos y a través de la vena porta son transportadas hasta el
higado y al resto del organismo.
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La proporcion de células B en los islotes varia de especie a
especie. En los islotes de ratones normales hay aproximadamente
un 80% de células 3.

En el caso de los islotes de raton la distribucidon celular es
distinta y las células B forman grupos celulares que se intercalen
entre células no-B (Bonner-Weir, 1988).

En los roedores hay bastante fuerte segregacién dentro de los
islotes de modo que las células B se encuentran en el centro y
los otros tipos en la periferia, mientras que en el ser humano esta
segregacion, aunque presente, es menos clara (Slack, 1995).

Las funciones del pancreas son digestivas y hormonales:

* Las enzimas secretadas por el tejido exocrino del pancreas
ayudan a la degradacion de carbohidratos, grasas, proteinas y
acidos en el duodeno. Estas enzimas son transportadas por el
conducto pancreatico hacia el conducto biliar en forma inactiva.
Cuando entran en el duodeno, se vuelven activas. El tejido
exocrino también secreta un bicarbonato para neutralizar el
acido del estbmago en el duodeno.

+ Las hormonas secretadas en el pancreas por el tejido endocrino
son la insulina y el glucagon (que regulan el nivel de glucosa en
la sangre) y la somatostatina (que previene la liberacion de las
otras dos hormonas).
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CONTROL DE LA HOMEOSTASIS DE LA
GLUCOSA

La glucosa es la principal fuente de energia que utiliza la célula
para poder llevar a cabo el metabolismo normal, de modo que se
convierte en el principal combustible utilizado por la célula para
producir energia (ATP) (Pocock, 2002).

En el hombre, la regulacion de la concentracion del azucar
en sangre es esencial para el organismo, ya que estados de
hipoglucemia o hiperglucemia extremos pueden ser criticos para
la supervivencia. La regulacion de la concentracion de glucosa se
efectua por medio de un equilibrio entre el flujo de glucosa dentro y
fuera del espacio extracelular a través de la secrecion regularizada
de insulina y glucagén (Unger, 1991; DeFronzo, 1997).

Glucosa —
r----- - -- -~ |
I ‘ I
| | Glucodlisis |
| I
| I
| I
e | |
Glucosilacion : . s
de proteinas Sorbitol Glucégeno : Piruvato :
: | Ciclode los !
Almacenamiento 4cidos !
| | tricarboxilicos |
| 'V (ATC) |
| |
Fructosa ! CO, +H,0 |
I I
| I
| |
I I
I I

Figura 3. Principales vias relacionadas con el metabolismo de la glucosa.
La imagen ha sido obtenida del libro Fisiologia Humana. La base de la
Medicina.
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Posteriormente a la ingestiéon de alimentos, el mantenimiento
de la homeostasia de la glucosa depende de tres procesos que
suceden paralelamente de forma sistematizada:

1) En respuesta al incremento de la glucosa plasmatica, se
estimula la produccion y secrecion de insulina por parte
de las células 3 del pancreas.

2) El incremento en la glucemia y en la insulinemia induce la
captacion de glucosa por los tejidos periféricos (higado,
musculo y tejido adiposo).

3) Se inhibe la secrecion de glucagoén, por lo que suprime la
produccion hepatica de glucosa.

Durante el ayuno, la captacién de glucosa se produce en
tejidos insulino independientes, especialmente en el cerebro. La
normoglucemia se mantiene gracias a la accién del glucagon y de
otros factores hormonales y nerviosos, a través de un incremento
en la producciéon de glucosa por parte del higado (mediante
la estimulacion de la gluconeogénesis y de la glucogendlisis)
(DeFronzo, 1997).

La glucosa, para poder ser utilizada, ha de ser transportada
al interior de las células y, posteriormente, debe ser fosforilada a
glucosa-6-fosfato (glucosa-6-P). El transporte es realizado por
un sistema de proteinas transportadoras de glucosa (GLUTs),
situadas en la membrana plasmatica. Posteriormente, un grupo de
proteinas citoplasmaticas, denominadas hexoquinasas se encargan
de la fosforilacién. La glucosa-6-P resultante podra intervenir en
las diferentes vias metabolicas, como la glucdlisis, la via de las
pentosas fosfato o ser almacenada en forma de glucégeno.
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La insulina:

Es una hormona proteica de pequefio tamafio (51 aminoacidos)
derivada de un precursor de una sola cadena de mayor tamafno
denominado proinsulina, que es sintetizada en el reticulo
endoplasmatico rugoso.
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Figura 4. Molécula de insulina humana. La imagen ha sido obtenida del
libro Fisiologia Humana. La base de la Medicina.

Gran parte de estamolécula precursorasetransformaeninsulina
en el aparato de Golgi, por accion de una enzima proteolitica que la
despliega en dos cadenas de aminoacidos unidas por dos puentes
disulfuro (S-S). Es una hormona muy importante, que afecta directa
o indirectamente a la funcion de practicamente todos los érganos
del organismo. Su principal efecto es facilitar el movimiento de
la glucosa a través de las membranas celulares, en particular en
el higado, el musculo y el tejido adiposo (Fawcett, 1993). Dicha
hormona se almacena dentro de los granulos de las células [
hasta que es secretada al torrente circulatorio por exocitosis como
respuesta a un estimulo oportuno (Pocock, 2002).

Después de haber sido sintetizada la insulina y secretada el
torrente circulatorio, es distribuida a los diferentes tejidos diana. En
dichos tejidos, lainsulina actua a través de un receptor de membrana
especifico que pertenece a una familia de receptores que tienen
actividad tirosina quinasa (Pickup, 1997). Entre los efectos de la
insulina se encuentran los siguientes:

- Incremento de la captacion y utilizacion de la glucosa.

- Inhibicion de la produccion hepatica de glucosa.
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- Efecto antipirolitico.

- Estimulacion de la sintesis de DNA y de proteinas.

Deficiencia
de insulina
Disminucioén
A;ég?;(tj:gg;a de la captacion Aumento
de proteinas de glucosa por parte de la lipdlisis

de los tejidos

Y
Aumento de los Aumento de los
niveles plasméticos [~ ﬁj‘é’(’)‘:é‘?g:egs —»  Hiperglucemia niveles plasméticos
de amino&cidos g 9 de 4cidos libres

Pérdida de masa Cetogénesis

Glucosuria

muscular y cetonuria
Diuresis osmética
L Aumento de
Pérdida de peso, ol . o Hrpet) ot
debilidad y fatiga :r;tgg%?%c; Deshidratacion Acidosis metabdlica

Coma y muerte

Figura 5. Consecuencias agudas y cronicas de la deficiencia de insulina. La
imagen ha sido obtenida del libro Fisiologia Humana. La base de la Medicina.

Biosintesis de insulina:

La sintesis de insulina es un proceso complejo que implica
la formacion de dos moléculas precursoras, la preproinsulina y la
proinsulina. En humanos, el gen que codifica la preproinsulina, el
precursor primario de la insulina, esta localizado en el brazo corto
del cromosoma 11. Posee tres exones: el primero codifica el péptido
sefal y el extremo N-terminal de la preproinsulina, el segundo la
cadena B y parte del péptido C, y el tercero el resto del péptido C y
la cadena A.

La insulina es sintetizada por ribosomas asociados al reticulo
endoplasmatico rugoso. Los 25 primeros aminoacidos de la
preproinsulina constituyen el péptido sefal que permite la entrada
de la proteina dentro del reticulo endoplasmatico, asegurando la
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descarga de la preproinsulina al espacio cisternal. A continuacion,
se produce una separacion proteolitica del péptido sefal, con lo
que la preroinsulina se transforma en proinsulina, que rapidamente
se pliega y se forman los puentes disulfuro. La proinsulina esta
compuesta por una unica cadena polipeptidica de 86 aminoacidos.
Contiene las cadenas Ay B de la insulina con la misma conformacioén
que la insulina, pero se encuentran unidas por un péptido de
conexion de 35 aminoacidos, llamado péptido C, que une el extremo
carboxiterminal de la cadena B con el extremo animoterminal de la
cadena A. La proinsulina tiene solo un 5% de la actividad bioldgica
de la insulina (Pickup, 1997).

Una vez plegada, la proinsulina se transporta al aparato de
Golgi donde es empaquetada en vesiculas. La conversion de
proinsulina a insulina implica la accidon secuencial de proteasas
especificas, laPC1 (también conocidacomo PC3)ylaPC2, que estan
presentes en los granulos de almacenaje. Estas endopeptidasas
tienen como funciéon romper la molécula por lugares especificos:
la PC1 es responsable de la rotura entre Agr31 y Agr32 (Bailyes,
1992) y la PC2 es la encargada de la rotura entre Lys64 y Agr65
(Bennett, 1992), induciendo la separacién del péptido de conexion.
Al liberarse del péptido C, la insulina, dado que se transforma en
una molécula menos soluble, forma cristales en presencia de Zn#,
lo que permite el almacenamiento de la hormona de forma mas
concentrada (Landstrom, 1988).
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Figura 6. Esquema de un receptor de insulina. La imagen ha sido obtenida
del libro Tratado de Fisiologia Médica.

Regulacion de la biosintesis de la insulina:

Para la regulacién de la homeostasia energética y el control de
la glucemia es fundamental la secrecion de insulina por las células
B de los islotes pancreaticos. Para evitar la hiperglucemia es
necesario un aumento en la secrecion de insulina, mientras que en
el caso de la hipoglucemia es necesaria la liberacion de glucagon
y adrenalina. Cuando se producen alteraciones en la funcion de las
células B del pancreas se originan graves problemas metabdlicos
como la DM.

La biosintesis de la insulina en las células B esta regulada,
primordialmente, por la concentracion extracelular de glucosa, que
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basicamente actua a través de tres mecanismos:

1) Un incremento selectivo de la transcripcion del gen de la
insulina.

2) Una estabilizacion de los mRNA de insulina preformados.

3) Una rapida y selectiva estimulacion de la traduccion de
los mMRNA de insulina.

Se conocen una gran variedad de factores reguladores de la
biosintesis y secrecion de insulina. Entre ellos podemos encontrar
nutrientes como la glucosa, aminoacidos, cuerpos cetdnicos y
acidos grasos; algunos mediadores del sistema nervioso como la
noradrenalina, galanina, acetilcolina, péptido intestinal vasoactivo
(VIP), neuropéptido Y; los eucposanoides (PGE2); senales
hormonales como el glucagén, péptido inhibitorio gastrico (GIP),
GLP-1, colecistoquinina; y en ultimo lugar algunos agentes
farmacoldgicos (sulfonilureas). Sin embargo, es importante destacar
que la glucosa es el principal factor regulador tanto de la sintesis
como de la secrecién de la insulina (Pickup, 1997).

Secrecion de insulina:

Una vez que la insulina ha sido sintetizada y almacenada en
vesiculas, se secreta en respuesta a diferentes factores, siendo
el mas importante la glucosa. Para que la glucosa sea capaz de
estimular la secrecion de insulina en las células 3 debe ser convertida
en glucosa 6-fosfato y metabolizada a través de la glucdlisis y el
ciclo de Krebs.

Los niveles de insulina sérica estan controlados en todo
momento por las variaciones de las concentraciones extracelulares
de nutrientes, hormonas y neurotransmisores. La respuesta
insulinosecretora de la célula 3 a todos los reguladores fisiolégicos
es rapida, produciéndose segundos después de la exposicion a los
estimulos. Por otra parte, cambios en la situacion fisiolégica del
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animal (modificaciones debidas a factores ontogénicos, nutricionales
o endocrinos) conducen a regulaciones adaptativas mas lentas de

la célula 8.
Actividad nerviosa
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Figura 7. Principales factores relacionados con la secrecion de insulina
por las células beta de los islotes pancreaticos y efectos principales de esta

hormona. La imagen ha sido obtenida del libro Fisiologia Humana. La base de
la Medicina.

En rata y raton se encuentran dos insulinas diferentes, insulina
| e insulina Il, de genes no alélicos y ambos animales presentan
diferencia en la proprocion relativa. En rata la razén es 2:1 y en
raton 1:2. En rata la razén es mayor en la insulina recién sintetizada
que en la insulina almacenada, lo que indica una cinética de
conversion mas lenta de la proinsulina | (Linde, 1989). Respecto a
la proporcion proinsulina/insulina, Leahy (Leahy, 1993) la determiné
en extractos de pancreas de rata mediante HPLC, encontrando un
valor de aproximandamente 11,5%.
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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 nhombres segun su origen sea
humano, apM1 (Maeda, 1996) y GPB28 (Nakano,1996), o de ratén,
Acrp30 (Sherer,1995) y adipoQ (Hu,1996). El locus del gen de la
adiponectina humana (apM1) se localiza en el cromosoma 3927. La
apM1 consta de 2 intrones y 3 exones que codifican para una proteina
de 244 aminoacidos (247 aminoacidos en ratdén) que consiste en 4
dominios: un péptido senal de 20 aminoacidos, una regiéon N-terminal
variable sin homologia conocida, una region colagena y un dominio
globular C terminal (Beltowski, 2003; Chandran, 2003).

La adiponectina es una hormona proteica producida casi
exclusivamente porlosadipocitos quetiene claros efectos antidiabéticos
y antiaterogénicos en humanos y roedores, y un posible papel en el
control hipotalamico de la homeostasis energética (Kadowaki, 2006;
Kadowaki, 2008) . La adiponectina circula en plasma en forma de
oligobmeros de diferente peso molecular (trimeros, hexameros, y
multimeros de 12 a 18 mondémeros) y funciona via interaccién con dos
tipos de receptores de membrana, AdipoR1 (expresado en numerosos
tejidos) y AdipoR2 (expresado en el higado, fundamentalmente), 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
fisiolégicos que se obtienen de la unién de esta adipocitoquina a sus
receptores son, por un lado, favorecer la sensibilidad a la insulina,
mediante el aumento de la captacién de glucosa y de la oxidacion de
AGL, y mediante la reduccion de la gluconeogénesis, y por otro lado,
ejercer un efecto antiinflamatorio que mantiene un equilibrio con otras
citoquinas segregadas por el tejido adiposo.

Existen numerosas evidencias que sugieren que son necesarios
ciertos niveles de adiponectina para mantener la homeostasis
energética y prevenir enfermedades metabdlicas. Se ha demostrado
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qgue bajos niveles de adiponectina se asocian de forma independiente
con el sindrome metabdlico, siendo dicha asociacion incluso mas
fuerte que la que presentan otros marcadores inflamatorios (Matsushita
2006). También se ha observado que la administracion exégena de
adiponectina a individuos obesos aumenta la sensibilidad a la insulina,
efecto asociado a una disminucién de los niveles plasmaticos de acidos
grasos libres (AGL) y triglicéridos (Hotta, 2001; Fruebis, 2001).

Ademas de las acciones metabdlicas mediadas por la AMPK, la
adiponectina posee un potente efecto antiinflamatorio y antiaterogénico
(Yamauchi, 2003b; Okamoto, 2002) que la convierten en uno de
los mejores aliados del organismo para combatir los desequilibrios
metabdlicos propios del sindrome metabdlico.

Aunque tradicionalmente se ha considerado al musculo
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 (Arner, 2003; Sanchez-Recade 2001).

Se ha postulado que la adiponectina estimula la sensibilidad
a insulina disminuyendo la produccién hepatica de glucosa,
contribuyendo asi, a una mejor regulacion 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 hepatica
a la insulina observados 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.
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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
evidencias de la clara relacién 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; Motoshima,
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 la
hiperinsulinemia suele ir acompanada de resistencia a la insulina in
vivo, es dificil establecer por separado cual es la contribucién 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 no
una consecuencia de la hiperinsulinemia.
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Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q):

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina
multifuncional de 17 kDa, producida por muchos tipos celulares de
mamiferos, que fue identificada inicialmente como un factor capaz de
promover la regresion de ciertos tumores (de ahi su nombre), y que
ha sido relacionada con la caquexia (reduccion patoldgica de la masa
muscular y adiposa) y con la resistencia a la insulina en la obesidad
(Ryden, 2007). Los niveles séricos de TNF-a estan elevados en estados
caquécticos asociados a ciertos tipos de infeccidén y cancer, aunque
los mecanismos que explican esta relacion siguen sin conocerse bien
(Ryden, 2007). El papel del TNF-a en la resistencia a la insulina en
la obesidad se mostrd por primera vez en 1993, cuando se publicé
que la produccion de TNF-a en el tejido adiposo estaba incrementada
en varios modelos de obesidad y diabetes de tipo 2 en roedores, y
que la neutralizacién del TNF-a con anticuerpos especificos mejoraba
la resistencia a la insulina en ratones obesos (Hotamisligil, 1993).
Asimismo, se ha descrito que, en ratones, la deficiencia en TNF-a o
sus receptores protege frente a la resistencia a la insulina asociada
a la obesidad dietética y genética por deficiencia en leptina (Uysal,
1997), aunque han habido resultados contradictorios al respecto
(Schreyer, 1998).

El tejido adiposo es una fuente importante de TNF-a, que es
producido por adipocitos y macréfagos de la fraccion estromo-vascular.
Esto posiciona bien al TNF-a para ejercer efectos autocrinos/paracrinos
en el tejido adiposo, de hecho, hay evidencia de que, a diferencia de
lo que ocurre en roedores, en humanos el TNF-a de origen adiposo
no es secretado a la circulacion, sino que solo actuaria como una
senal local (Mohamed-Ali, 1997). El TNF-a tiene numerosos efectos
de caracter diabetogénico sobre las células adiposas:

1) Reduce la expresiéon de genes involucrados en la acciéon de
la insulina, incluyendo el transportador de glucosa GLUT4, el
propio receptor de insulina y el sustrato 1 del receptor de insulina
(IRS-1).
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2) Atenua la sefalizacién por insulina al inhibir la autofosforilacion y
actividad del receptor de insulina asi como la actividad del IRS-1.

3) Inhibe factores de transcripcion necesarios para la diferenciacion
adipocitaria y la lipogénesis y la sensibilidad a la insulina en los
adipocitos (PPARy y C/EBP).

4) Estimula la lipdlisis basal en adipocitos, al suprimir la expresion
de la perilipina (una proteina que, en su forma no fosforilada,
recubre las gotas lipidicas intracelulares dificultando el acceso de
las lipasas) y, en roedores, también la de la proteina G antilipolitica
Gai (Ryden, 2007). La estimulacion de lalipdlisis puede incrementar
los niveles de acidos grasos libres en suero, que tienen un efecto
deletéreo sobre la sensibilidad a la insulina (Wilding, 2007).

El papel del TNF-a en la resistencia a la insulina en la obesidad
humana es controvertido. Estudios iniciales concluyeron que
la expresion de TNF-a en el tejido adiposo esta aumentada en
humanos obesos, se normaliza con la pérdida de peso y correlaciona
directamente con indicadores de resistencia a la insulina (Hotamisligil,
1995), similar a lo descrito en roedores. Pero otros estudios concluyen
que en humanos la expresion adiposa de TNF-a no correlaciona con
indicadores de resistencia a la insulina y sélo esta incrementada en
la obesidad modrbida (Koistinen, 2000). La infusién de anticuerpos
anti-TNF-a no mejoré la sensibilidad a la insulina en humanos con
diabetes de tipo 2, aunque se ha sefalado que esto puede deberse
a una vida media corta de los anticuerpos usados, o a la incapacidad
de estos anticuerpos de adentrarse en el tejido adiposo (Ryden,
2007). Los defensores de un papel del TNF-a en la resistencia a la
insulina en la obesidad humana también destacan el hecho de que los
farmacos antidiabéticos de la familia de las tiazolidinedionas inhiben la
expresion del TNF-a y la sefializacion por TNF-a en el tejido adiposo,
entre otros efectos (Ryden, 2007). Variantes del gen para el TNF-a se
han encontrado asociadas a la obesidad y la resistencia a la insulina
en la obesidad en algunos estudios genéticos en humanos, pero no
en todos en los que se ha examinado (Rosmond, 2003; Dahlman,
2007).
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DIABETES MELLITUS

La DM es un conjunto de trastornos metabdlicos caracterizados
por niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia),
ocasionados por defectos en la secrecion de insulina, trastornos
de su funcion o mas frecuentemente de ambos.

La hiperglucemia crénica propia de la diabetes se asocia con
dafo, disfuncion o fallo de varios érganos, especialmente vasos
sanguineos, 0jos, rifones y nervios.

La mayoria de los pacientes que presentan diabetes durante
las dos primeras décadas de la vida entran en la categoria de
diabéticos insulino-dependientes; debido a la disminucién rapida
de las reservas enddgenas de insulina, son propensos a la cetosis
y, coOn un comienzo mas bien abrupto, presentan sintomas clinicos
evidentes tales como la poliuria, polidipsia, adelgazamiento y
astenia. Sin embargo, el espectro clinico de la diabetes también
incluye formas mas leves con inicio lento, y sintomatologia clinica
menos evidente.

En 1995 la AAD cred un comité de expertos para modificar los
criterios diagnosticos y clasificacion de la DM (AAD, 2013). Estos
criterios han sido aceptados tanto por el Grupo de Expertos en DM
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como por el Comité
de Expertos en el Diagndstico y Clasificacion en Diabetes Mellitus
(Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification
on Diabetes Mellitus, 1999).

Criterios de diagnéstico de la DM (AAD, 2013):

1. A1C>6.5%. La prueba se debe realizar en un laboratorio que utilice
un método estandarizado segun el National Glycohemoglobin
Standarization Program (NGSP), certificado y estandarizado para
el Diabetes Control and Complications trial.
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2. Glucemia en ayunas (GA) 2126 mg/dl (7 mmol/L). El ayuno se
define como la no ingesta calérica durante por lo menos 8 horas.

3. Glucemia 2 horas posprandial (GP) 2200 mg/dl (11.1 mmol/L)
durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG). La
prueba debe ser realizada con las indicaciones de la OMS, con
una carga de hidratos de carbono equivalente a 75 g glucosa
anhidra disuelta en agua.

4. Glucemia al azar 2200 mg/dL (11.1 mmol/L) en un paciente con
sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis de hiperglucemia.

5. En ausencia de hiperglucemia inequivoca, el resultado debe ser
confirmado por repeticion de la prueba.

Las principales novedades introducidas en los nuevos criterios
diagnosticos son dos: La disminucion del umbral diagndstico de
la glucemia en ayunas a 126 mg/dl (7 mmol/l) y dejar de utilizar
la SOG como prueba diagnéstica de rutina. Esta prueba quedaria
restringida a los pacientes con unos valores de glucosa plasmatica
entre 110y 126 mg/dl (entre 6,1 y 7 mmol/l) y/o obesos, con historia
familiar de diabetes o con titulos altos de hemoglobina glicosilada
(HbA1C) (Okubo, 1999).

Existe un grupo intermedio de individuos con niveles de
glucosa que, aunque no cumplen los criterios de diagndstico, son
altos como para considerarlos normales: Cuando los valores de
glucosa plasmatica en ayunas son mayores o iguales a 110 mg/
dl pero menores a 126 mg/dl y cuando la glucosa plasmatica tras
la SOG es mayor o igual a 140 mg/dl pero menor de 200 mg/dl, se
define como intolerancia a la glucosa.

La determinacion de anticuerpos contra antigenos de la célula
B permite detectar personas asintomaticas con riesgo de desarrollar
DM 1. Sin embargo, no se recomienda el cribado sistematico de
la poblacion infantil y en general de los grupos con mayor riesgo
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(familiares de primer grado), excepto en el contexto de estudios
prospectivos controlados.

El motivo fundamental para no recomendar este cribado es la
ausencia actual de tratamientos efectivos que impidan la progresion
de la enfermedad. En cambio, la determinacién de estos anticuerpos
en el momento del diagndstico puede ser util en los casos en que se
dude del tipo de DM por las caracteristicas de presentacién clinica
(Fernandez, 1998).

Historia:

La historia de la lucha contra la diabetes se remonta a 3.500
afios atras cuando los médicos egipcios describen la enfermedad
y comienzan a recetar los primeros medicamentos buscando paliar
sus sintomas. Desde entonces, investigadores de toda las épocas
han volcado sus esfuerzos en descubrir primero qué causaba la
enfermedad y después, mucho mas recientemente, cobmo podia
evitarse. Esta historia esta llena de hipdtesis, observaciones e
incognitas, muchas de las cuales siguen sin resolverse (Giménez,
2003).

En las culturas orientales, el dato mas antiguo que se conserva
sobre la diabetes se debe a Susruta, médico hindu que en el siglo
V aC. observé los sintomas de esta enfermedad, a la que llamo “de
ricos” ya que afectaba a sobre todo a personas obesas, grandes
consumidoras de dulces y arroz.

La comercializacion masiva del azucar ha sido considerada
como lacausamas probable del cambio de la salud en las sociedades
europeas, generando el concepto de “enfermedades modernas”.

En torno al afio 1874, el Primer Ministro britanico, Gladstone,
abolié el pago de tasas existente para la produccién del azucar,
con lo cual el precio del azucar se redujo y permitié que cualquier
ciudadano pudiera comprarlo. Por lo tanto, se podria culpar en cierto
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modo a Gladstone del concepto de “enfermedades modernas”.

La diabetes en algunos idiomas:

El nombre médico de esta enfermedad basicamente en todas
las lenguas romances es Diabetes Mellitus, cuya raiz Iéxica proviene
del griego y del latin, respectivamente. La palabra diabetes tiene
su origen en un vocablo griego (diabeinenen) que puede traducirse
como algo asi como “pasar a través con fuerza”. El vocablo mellitus
es de origen latino y significa “dulce como la miel”. La orina de
una persona con diabetes contiene demasiado azucar (glucosa),
lo que fue evidenciado cientificamente a mediados del siglo XVII
por Thomas Willis (1621-1675) cuando probd el sabor de la orina
de una persona con diabetes, y la describié como “dulce como la
miel”.

En algunas lenguas de origen germanico la mencion de dicha
enfermedad incluye directamente la palabra “azucar”, por ejemplo:
- Sukr bi-damm, azucar en sangre (arabe).
- Sockersjuka, enfermedad del azucar (sueco).

- Zuckerkrankheit, enfermedad del azucar (aleman).

- Maraz ghand, enfermo de azucar (persa) (Figuerola,
2003).

La diabetes en la antigliedad:

El arquedlogo y novelista aleman George Ebers fue el que
hallé la primera referencia de los sintomas de la diabetes. En el
afo 1873 comprd a un comerciante de Tebas (la actual ciudad de
Luxor) un papiro escrito en el 1553 aC., en el que se documentaban
conocimientos de médicos del antiguo Egipto. En ese papiro,
atribuido a un eminente meédico y sacerdote de la época, se habla de
enfermos que adelgazan, tienen hambre y sed constantes y orinan
mucho. Como médico recomendaba un cocimiento de cuatro dias
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con huesos, cerveza, trigo, hojas de menta y sangre de hipopotamo
y como sacerdote aconsejaba ofrendas y sacrificios a los dioses.

En este periodo de la antigledad, hay que mencionar, ademas del
papiro de Ebers, los libros chinos que hacen descripciones parecidas
a la del papiro egipcio en textos de dos mil afios de antigledad y
la antigua literatura de los vedas, en donde se describe la orina
pegajosa, con sabor a miel y que atrae a las hormigas.

Figura 8. Papiro de Ebers.

El término diabetes es atribuido a Demetrius de Apamagia por
unos y a Apolonio de Menfis, por otros. El sentido del término (a
partir del griego dia= a través y beinen= pasar) corresponderia al de
un estado de debilidad, sed y poliuria. Apolonio creia que era una
forma de hidropesia.

Pablo de Aegina refiné aun mas el diagndéstico de la “dypsacus’,
diabetes. La asoci6é a un estado de debilidad de los rifiones, con
un exceso de miccion que conducia a la deshidratacién. Prescribid
un remedio a base de endibias, lechuga y trébol en vino tinto, con
decocciones de datiles y mirto, para beber en los primeros estadios
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de la enfermedad, seguido de cataplasma a base de vinagre y aceite
de rosas sobre los riflones. Previno sobre el uso de diuréticos, pero
permitio la sangria.

Galeno pensaba que la diabetes era una enfermedad muy
rara, y utilizé términos alternativos como “diarrea urinosa” y
“dypsacus”, este ultimo para enfatizar la extrema sed asociada a la
enfermedad.

En la medicina oriental destaca Sushruta, el padre de la
medicina hindu, quien describié la diabetes y llegdé incluso a
diferenciar una diabetes que se daba en los jovenes, que conducia
a la muerte, y otra en personas de cierta edad, de modo que la
medicina india ya distinguia dos formas de diabetes, una que se
da en personas delgadas y jévenes y otra, en personas mayores y
obesas, y que claramente corresponden a las diabetes de tipo 1y
de tipo 2 de nuestros dias. Sushruta, escribié una amplia coleccion
de tratados de cirugia, patologia, anatomia e incluso de psicologia
y deontologia. Daba amplias instrucciones respecto al diagndstico:
interrogaba al paciente y lo examinaba minuciosamente; observaba
el pulso y degustaba la orina para detectar la diabetes. Los miembros
de la escuela de Sushruta, describieron con el sabor dulce y la
consistencia viscosa de la orina, otros sintomas como halitosis,
somnolencia, problemas digestivos y respiratorios, asociados con
alta frecuencia a obesidad.

Aproximadamente en la misma época que la medicina hindu,
los médicos chinos también describen la diabetes, el hecho de que
la orina de los diabéticos atrae a las hormigas, la propension a
desarrollar abscesos y una enfermedad pulmonar, probablemente
la tuberculosis. Para el tratamiento de ésta recomendaban evitar
el vino y los cereales, lo que les acercaria un poco al tratamiento
racional.

La medicina arabe puede dividirse en dos épocas: una primera
gue se desarrolla en Egipto bajo la influencia de los nestorianos,
quienes difundieron la medicina griega, y una segunda en la que los
meédicos arabes, aun manteniendo un gran respeto por la medicina
de Hipdcrates y Galeno empiezan a imprimir a la medicina un sello
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personal (Peumery, 1993).

Avicena, autor del Canon, traducido al latin y primer exponente
de la medicina arabe, describe la diabetes y el coma hipoglucémico,
recomendando un tratamiento de semillas de alhova y cedro, ambas
con propiedades hipoglucemiantes.

El médico griego nacido en Capadocia, Areteo, acuio el término
“diabetes” para designar una enfermedad que ya se conocia desde
miles de afios antes. Utilizo la palabra griega que sugnifica “fluye a
través”, en alusion a uno de sus sintomas mas caracteristicos. Se
atribuye a Areteo la denominacion del estado clinico caracterizado
por la emisidn incesante de orina. En su obra “enfermedades agudas
y cronicas”, acufié el término diabetes, para detallar la condicion
que llevaba a un aumento de cantidad de orina (Kahn, 2006).

Renacimiento y siglo XVI:

A partir del siglo XVl comenzaron a suceder descubrimientos
meédicos, principalmente en Europa.

El médico suizo Philippus de Aureolus Teophrastus Bombastus
Von Hohenheim, mas conocido por el nombre de Paracelso (1493-
1541), escribié que la orina de los diabéticos contenia una sustancia
anormal que al evaporar la orina quedaba como residuo de color
blanco, creyendo que se trataba de sal y atribuyendo la diabetes a
una deposicion de ésta sobre los rinones causando la poliuria y la
sed de estos enfermos.

El inglés Thomas Willis (1621-1675), fue el primer médico
occidental que probé la orina de un diabético, algo que practicaban
los hindues 2.500 afos antes, encontrandola dulce, y estableciendo
asi por primera vez una relacion entre azucar y diabetes.

El médico escocés William Cullen fue el responsable, en 1769,
de la introduccién del término “mellitus” para designar el tipo de
diabetes mas comun frente a la insipida. Lo hizo en su obra Sinopsis
Nosologicae Methodicae, una excelente y elaborada clasificacion
de las enfermedades humanas.

48



ANTECEDENTES

Desde la antigiuedad, los médicos intentaron combatir la
diabetes a base de dietas. Muchos tenian claro que una alimentacion
“adecuada” contribuiria a paliar los sintomas de la enfermedad,
pero cada uno recomendaba aquellos alimentos que en su opinidn
eran los mas convenientes. Un médico escocés, John Rollo, puede
considerarse el primero en proponer una dieta con base cientifica
para los enfermos diabéticos. En su ensayo “Causas de la diabetes
mellitus”, publicado en 1798, analiza el caso de un paciente, el
capitan Meredith.

Siglo XVI:

Mathew Dobson (1735-1784) médico inglés de Liverpool hizo
por primera vez estudios con pacientes. Después de tratar un
reducido grupo de pacientes demostro la existencia de azucar en
sangre y orina de dichos pacientes. Calentaba la orina hasta que
se evaporaba. Los residuos resultantes los describié: “de color
blancuzco, con forma granulada, se desmenuzan facilmente con los
dedos y tienen un olor dulce como el azucar”. Dejo constancia de
sus descubrimientos en su ensayo “Experimentos y observaciones
en la orina de los diabéticos”.

Siglo XIX:

Johann Meter Frank (1745-1821), médico vienés considerado
como padre de la medicina social, describié por primera vez la
diabetes insipida, diferenciandola de la mellitus. Desarrollé un test
para diagnosticar la enfermedad consistente en la fermentacion
alcoholica del azucar urinario. Diferencio las formas agudas de las
crénicas, reconociendo una diabetes insidiosa, con orina azucarada
pero sin poliuria, y una diabetes intermitente.

Una de las mayores figuras fue el fisiélogo francés Claude
Bernard (1813-1878), que realizé importantes descubrimientos
incluyendo la observacién de que el azucar que aparece en la orina
de los diabéticos se podia formar en el higado y secretarse a la
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circulacion, lo que le llevo a concluir que el higado tiene un papel
fundamental en la fisiopatologia de la diabetes. También demostré
que la hiperglucemia era causada por un exceso de glucosa.

En el siglo XIX, la investigacion centro su atencion en el estudio
del pancreas, cuya funcidon venia intrigando a los médicos desde
mediados del siglo XVIIl. Se sabia que el pancreas segregaba una
sustancia que iba al intestino y, también, que si se le extirpaba esta
viscera a un perro, éste desarrollaba sintomas analogos a los de la
diabetes.

Paul Langerhans, por iniciativa de Rudolf Virchow, emprendié
el estudio histolégico del pancreas, descubriendo en el tejido
glandular la presencia de unos grupos de células diferenciadas,
diseminadas a modo de islas (1869). Su tesis doctoral sobre los
islotes pancreaticos llevaba por titulo “Contribuciones a la anatomia
microscopica del pancreas”. Posteriormente, en 1894, en honor a
su descubridor, se denominaron islotes de Langerhans.

Figura 9. Paul Langerhans. La imagen ha sido obtenida del Atlas de
diabetes Novo Nordisk.
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El médico aleman Adolf Kussmaul (1822-1902) contribuy¢6 al
conocimiento de los mecanismos de la diabetes. En 1874 publica
un trabajo titulado: “Para el conocimiento de la diabetes” en el que
interpreta el coma diabético como consecuencia de una disfuncién
metabdlica, en concreto a la aparicion de cetona en la sangre.
Describe que el enfermo manifiesta una “gran respiracién”, que hoy
lleva su nombre, ademas del tipico olor a acetona del aliento.

Las funciones del pancreas como glandula capaz de reducir los
niveles de glucosa en sangre comenzaron a aclararse en la segunda
mitad del siglo XIX. Fueron el ruso Oscar Minkowski (1858-1931)
y el aleman Joseph Von Mering (1849-1908) en 1889, quienes
pusieron de manifiesto esta asociacion aunque fuese de manera
casual. Extirparon el pancreas completo a un perro para estudiar
la reabsorcion de grasa, comprobando ademas que el animal
orinaba mucho mas y que la orina contenia azucar, llegando a la
conclusion de que el pancreas producia una sustancia inhibidora
de la diabetes.

Siglo XX:

En los ultimos anos del siglo XIX y los primeros del XX, se
realizaron grandes esfuerzos para aislar la insulina. Uno de los
primeros investigadores en obtener resultados fue el aleman George
Ludwig Zuelzer (1870-1949) quien obtuvo extractos de pancreas
de animales, realizando los primeros ensayos terapéuticos en
humanos. El preparado que Zuelzer elaboro a partir del pancreas de
ternera fue comercializado por los laboratorios Schering de Berlin
con el nombre de Acomatol y demostro ser eficaz en el tratamiento
del coma diabético. EI mayor problema comprendia a los efectos
secundarios que producia: vomitos, fiebre alta, convulsiones, etc...
A pesar de todo, estos resultados fueron publicados en 1908.

Nicolae Paulesco fue un fisidlogo y bioquimico rumano
interesado en la investigacion del pancreas y la diabetes que
consiguiod aislaruna sustancia ala que llamo pancreatina: la hormona
pancreatica antidiabética. Inyectd esta hormona a un perro diabético
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consiguiendo una reduccion temporal de los niveles de glucosa en
sangre. Sus experimentos pusieron de manifiesto que la inyeccion
de este extracto también disminuia los niveles de glucosa y acetona
en la orina. Publico los resultados en el afio 1921 en francés. Sin
embargo sus trabajos remitidos a la Sociedad Rumana de Biologia,
fueron ignorados (Schadewaldt, 1975).

En 1921, Frederick Grant Banting y Charles Herbert Best
(estudiante que trabajaba como auxiliar en el Instituto Fisioldgico)
en Toronto, intentaron aislar la sustancia producida por las células
del pancreas, a partir de experimentos realizados con perros. El
proceso consistia en ligar el conducto pancreatico, dejar transcurrir
algunas semanas para que el tejido acinar degenerara, extirpar la
glandula y preparar un extracto del tejido restante del islote. Los
islotes, al no estar relacionados con la produccién de jugo digestivo
no degeneraban, en cambio si se necrosaba el resto del pancreas,
y con él, las enzimas digestivas que rompian la molécula de dicha
sustancia. Los extractos pancreaticos que inyectaron a los perros
a los que les habian inducido la diabetes disminuian sus niveles
de glucemia: Se habia conseguido aislar el factor antidiabético de
los islotes de Langerhans. El descubrimiento se presenté en una
conferencia historica titulada “Secrecion interna del pancreas” en la
universidad de Toronto.

Los primeros problemas que se abordaron fueron, reducir
el periodo de tiempo que se necesitaba para producir el extracto
antidiabético, en un inicio denominado “isletina”, y eliminar las
impurezas que producian efectos indeseables asociados, como
abcesos en el lugar de lainyeccion. La primera cuestion se consiguio
utilizando pancreas fetales de becerro. James Bertram Collip, un
bioquimico de gran experiencia, contribuyo a su purificacion.

En 1921, Leonard Thomsom, un chico diabético de 14
anos recibio la primera inyeccién de ‘“isletina” con resultados
espectaculares. Logré sobrevivir catorce afios a su enfermedad.
Poco después, esta sustancia recibiéo el nombre de insulina y se
identificé como una hormona.
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La creciente demanda, ante los éxitos obtenidos, obligé en 1923
a los laboratorios farmacéuticos y grandes firmas farmacéuticas
europeas a obtener este preparado segun el procedimiento descrito
por Banting, Best y Collip, bajo el control del Comité insulinico
independiente (Banting, 1922).

La insulina se administraba varias veces al dia mediante
inyecciones que los diabéticos aprendieron a inyectarse
personalmente, hasta aparecer la insulina retardada; a partir de
entonces, en la mayoria de los casos, sb6lo se necesitaba una
inyeccion diaria.

El descubrimiento de la insulina producido en Canada se
extendid al resto del mundo. Un médico espafnol nacido en
Barcelona, Rosendo Carrasco y Formiguera, fue el primero en
introducir la insulina en Espafia y también en Europa. El primer
paciente diabético tratado en Espana lo fue s6lo un afo mas tarde
del descubrimiento de la insulina, en octubre de 1922.

Un hecho anecddético en el tratamiento de la diabetes se
relaciona con el empleo de las sulfonamidas. Estas sustancias,
introducidas en los anos 30 por Gerhard Domagk para el tratamiento
de las infecciones bacterianas, demostraron tener un efecto
hipoglucemiante. En 1953, Hans Frank y Joachins Funchs utilizaron
en el sanatorio Auguste-Victoria de Berlin el nuevo preparado
sulfamidico de los laboratorios C.H.F. Boehringer para tratar a 50
diabéticos, confirmando su accién antidiabética.

Pocos anos después los antidiabéticos orales habian escalado
puestos en el tratamiento de esta enfermedad y muchos pacientes
pudieron prescindir de las inyecciones diarias de insulina.
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Clasificacion de la Diabetes:

La clasificacion de la DM se puede realizar en base al proceso
patdégeno que culmina en hiperglucemia, en contraste con criterios
previos como edad de inicio o tipo de tratamiento. Las dos formas
mas importantes son la diabetes tipo 1 (insulinodependiente) y la
diabetes tipo 2 (no insulinodependiente).

Durante afios la DM se ha clasificado atendiendo solamente
a criterios clinicos como son la edad de inicio y la dependencia o
no de insulina, en dos grandes categorias: La diabetes juvenil y la
diabetes de la edad adulta.

En julio de 1997, la Asociacion Americana de Diabetes publico
unos criterios diagndsticos y de clasificacién que sustituian a los de
la National Diabetes Data Group (NDDG) publicado en 1979 (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus,
1997).

Clasificacion de la DM propuesta por la NDDG (NDDG, 1997):
|.- Diabetes tipo 1(DM1):

A.- Mediada por mecanismos inmunoldogicos.

B.- Idiopatica.
[I.- Diabetes tipo 2 (DM2).
[I1.- Otros tipos especificos:

A.- Defectos genéticos de la funcion de la célula 3: MODY 1:
20912-913,2 ; HNF-4a , MODY 2: 7p15-p14; glucocinasa, MODY
3: 12q 24,2; HNF-1a, MODY 4: 13912,1; IPF-1, MODY 5: 17 cen-q
21,3; HNF-18 y MODY 6: 2q32; NEURODI

B.- Defectos genéticos de la accién de la insulina: Tipo A
de resistencia a la insulina, Leprechaunismo, Sindrome Rabson-
Mendenhall, Diabetes lipoatréfica y Otras.
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C.- Enfermedades del pancreas exocrino: Pancreatitis,
Pancreatectomia/traumatismo, Neoplasia, Fibrosis quistica,
Hemocromatosis, Pancreopatia fibrocalculosa y Otras.

D.- Endocrinopatias: Acromegalia, Sindrome de Cushing,
Glucagonoma, Feocromocitoma, Hipertiroidismo, Somatostatinoma,
Aldosteronoma y Otras.

E.- Inducidos por drogas o sustancias quimicas: Vacor,
Pentamidina, Acido nicotinico, Glucocorticoides, Hormona
tiroidea, Diazoxido, Agonistas B-adrenérgicos, Tiacidas, Dilantina,
a-interferon y Otros.

F.- Infecciones: Rubéola congénita, Citomegalovirus (CMV) y
Otros.

G.- Formas poco frecuentes de diabetes mediadas
inmunolégicamente: Sindrome “Stiff-man” y Anticuerpos contra
receptor anti-insulina.

H.- Otros sindromes genéticos que se asocian a diabetes:
Sindrome de Down, Sindrome de Klinenfelter, Sindrome de Turner,
Sindrome de Wolfram, Ataxia de Friedreich, Corea de Huntington,
Sindrome de Lawrence Moon Bield, Distrofia mioténica, Sindrome
de Prader Willi y Otros.

IV.- Diabetes mellitus gestacional

En 2003 estos criterios se revisaron una vez mas y de esa
manera la clasificacion de diabetes incluye cinco clases clinicas
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus, 2003):

1) DM tipo 1: resulta de la destruccion de las células
R-pancreaticas y se caracteriza por un déficit de insulina.

2) DM tipo 2: Constituye un trastorno progresivo que se
caracteriza por diferentes grados de resistencia a la insulina y
disfuncién progresiva de las células 3, lo que conduce a una falta
relativa, y en algunos casos total, de secrecion de insulina.
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Las caracteristicas de la diabetes tipo 2 son:

-Se asocia a defectos tanto de la secreciéon de insulina
como de sus efectos fisiolégicos.

-Puede aparecer a cualquier edad, aunque lo habitual es
gue se diagnostique después de los 30 afios.

-E1 80% de los pacientes son obesos. Puede darse en no
obesos, sobre todo en individuos de edad avanzada.

-Los pacientes pueden presentar los sintomas clasicos
de la diabetes: polidipsia, poliuria, polifagia y pérdida de peso.

-Los pacientes con diabetes tipo 2 no son propensos a
desarrollar cetoacidosis, excepto en periodos de estrés intenso
(infecciones, traumatismos, medicaciones o intervenciones
quirurgicas), presentan con frecuencia complicaciones crénicas
microvasculares y macrovasculares a causa de la diabetes.

3) Otros tipos especificos de diabetes: debidos a otras causas
como por ejemplo: defectos genéticos en la accién de insulina,
enfermedades del pancreas exocrino como fibrosis quistica, o
inducidas por farmacos como los empleados en el tratamiento de
la infeccion por VIH o tras un trasplante. Esta categoria incluye a
menos del 3% de las personas con diabetes.

4) Diabetes gestacional (DMG): término que se emplea para
describir la intolerancia a glucosa que se detecta por primera vez
durante el embarazo. Las mujeres con diabetes conocida antes de
la concepciodn no forman parte de este grupo. La DMG afecta entre
el 4 y el 7% de embarazos. Hasta el 50% de mujeres con DMG
desarrollan posteriormente diabetes mellitus tipo 2.

5) Prediabetes: incluye los estados antes descritos como
glucemia basal alterada (GBA, glucemia basal de 100-125 mg/dl)
y tolerancia alterada a la glucosa (TAG, glucemia de 140-199 mg/
dl dos horas después de una sobrecarga oral de glucosa —SOG- de
75g). La importancia de esta categoria radica en que representa un
factor de riesgo de presentar diabetes y enfermedad cardiovascular
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en el futuro. EI DPP y otros estudios demostraron que modificando
el estilo de vida y los habitos de alimentacion para reducir el peso
entre un 5% y un 10% se previene o pospone el inicio de la diabetes
en las personas prediabéticas. La ADA recomienda intervenir en
el estilo de vida de estas personas. No hay datos suficientes para
recomendar de manera sistematica el tratamiento farmacoldgico a
fin de prevenir la enfermedad.

DM Tipo 1:

Suele presentarse de forma brusca y generalmente antes de
los 30 afios (si bien puede darse a cualquier edad).

Los pacientes que padecen esta enfermedad poseen una
susceptibilidad genética determinada, sintetizan antigenos de clase
Il codificados por el HLA sobre las regiones DR3y DR4.

Estos pacientes sufren una reaccion cruzada cuando tienen
una enfermedad viral, lo que provoca una destruccion de células 3
productoras de insulina. Esto es debido a que las células insulares
expresan en superficie los antigenos de clase Il anteriormente
citados condicionando el ataque autoinmune mediado por linfocitos
T. Porlo tanto, esto trae como consecuencia la hiperglucemia cronica
que la caracteriza. Los pacientes de diabetes tipo 1 dependen de
inyecciones subcutaneas diarias de insulina para su supervivencia.
Esto refleja la severidad de la deficiencia de insulina, sin la cual, la
lipdlisis en tejido adiposo se activa incontroladamente, generando
altos niveles de acidos grasos libres los cuales son metabolizados
a cuerpos cetonidos en el higado. Asi se produce la cetoacidosis
diabética, que conlleva al coma y la muerte del paciente.

Este tipo de diabetes es el resultado de interacciones de
diferentes factores, genéticos, ambientales e inmunolégicos, cuyo
final es la destruccion de las células beta del pancreas y la deficiencia
de insulina.
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Genéticamente hablandose puededecirqueenlasusceptibilidad
de la diabetes tipo 1 intervienen multiples genes. En la regiéon HLA
del cromosoma 6 encontramos el principal gen de predisposicion
para el desarrollo de la diabetes tipo 1. Los polimorfismos en el
complejo HLA parecen representar 40 a 50% del riesgo genético de
sufrir diabetes tipo1.

DM tipo 2:

Suele presentarse de forma lentamente progresiva después de
los 40 afos, no tiende a la cetoacidosis y con frecuencia se asocia
a la obesidad. Resulta de una combinacién de insulino-resistencia
con secrecion defectuosa de insulina. Esto es debido al descenso
de receptores de membrana en la superficie de las células para la
insulina.

Generalmente aparece un periodo de homeostasia anormal de
la glucosa antes de aparecer la diabetes de tipo II. Esta alteracion
es conocida como trastorno de la glucosa en ayunas o trastorno de
la tolerancia a la glucosa.

Las principales causas que provocan el desarrollo de la diabetes
tipo 2 son la resistencia a la insulina y la secreciéon anormal de
esta.

En cuanto a los fundamentos genéticos de la diabetes tipo 2
cabe destacar que existe un gran componente genético. Este tipo
de diabetes es poligenética y multifactorial, ya que a parte de la
susceptibilidad genética existen otros factores, como puede ser
la obesidad, nutricion o actividad fisica, que pueden modular el
fenotipo.

En la actualidad existen dos diferencias en la clasificacién de la
diabetes con respecto a clasificaciones previas. La primera es que
no se utilizan los términos Diabetes Mellitus insulinodependiente
y Diabetes Mellitus no insulinodependiente puesto que muchos
individuos que padecen diabetes de tipo 2 al final acaban requiriendo
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tratamiento con insulina para el control de la glucemia, por lo que se
generaban confusiones considerables al utilizar el término Diabetes
Mellitus no insulinodependiente. La segunda diferencia es que la
edad ha dejado de utilizarse debido a que, aunque la diabetes tipo 1
se desarrolla con mas frecuencia en personas menores de 30 anos,
puede producirse un proceso de destruccion autoinmunitaria de las
células beta a cualquier edad. También es importante considerar
que aunque la diabetes tipo 2 se desarrolle con el paso de los afos,
puede darse también en nifios, en especial en adolescentes obesos.
(Fauci, 2009).

Epidemiologia:

La prevalencia mundial de la diabetes ha aumentado
impresionantemente en los ultimos anos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud en el mundo hay mas de 364 millones de
personas con diabetes.

La prevalencia de ambos tipos de diabetes, es decir, tipo 1y
tipo 2, aumenta a nivel mundial, pero la de tipo 2 lo hace de una
manera mucho mas rapido debido al aumento de la obesidad en
la poblacién y la disminucién de la actividad fisica conforme se
industrializa cada vez un mayor numero de paises. Es semejante
en varones y mujeres en todos los limites de edad, pero levemente
mayor en varones de 60 afos o mas.

Las estimaciones a nivel mundial indican que en el ano 2030 el
numero mayor de diabéticos tendra 45 a 64 afios de vida. Se calcula
que en 2004 fallecieron 3,4 millones de personas por diabetes. Casi
la mitad de esas muertes corresponden a personas de menos de 70
afos, y un 55% a mujeres.

La OMS prevé que las muertes por diabetes se multipliquen
por dos entre 2005 y 2030.
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Patogenia:

Hay dos mecanismos diferentes que estan implicados en la
patogenia de las complicaciones tardias de la diabetes. Dichos
mecanismos son:

1) Formaciéon de productos terminales de glucosilacion
avanzada (AGE): estos productos se forman como resultado
de reacciones no enzimaticas entre los precursores dicarbonil
derivados de la glucosa intracelular con el grupo amino de
proteinas tanto intra como extracelulares. Como resultado de
dicha reaccion se obtienen las llamadas bases de Schiff.

Cuando la glucosa se une a proteinas de larga vida como
puede ser el colageno, se producen productos de glicosilaciéon
avanzada (PGA). Dicho productos poseen dos propiedades:

a) Se adhieren a proteinas y lipoproteinas. Esto provoca
que en las arterias de mayor tamafo se atrapen LDL
favoreciendo la acumulacién de colesterol dando lugar
a la formacion de placas de ateroma, arterioesclerosis.
En la microcirculacion los PGA hacen que la albumina
se una a la membrana basal originando engrosamiento
de las membranas basales de los pequefos vasos
originando arterioesclerosis hialina y microangiopatia
diabética.

b) Se unen a células con receptores especificos como
células endoteliales favoreciendo la adhesién de
plaquetas, macrofagosy linfocitos por medio de la sintesis
de citoquinas y factores de crecimiento, induciendo la
sintesis de matriz extracelular por los fibroblastos.

2) Hiperglucemia intracelular con alteraciones de las vias
de los polioles: en las células que no necesitan insulina para
el transporte de la glucosa la hiperglucemia induce un aumento
de la glucosa intracelular, que es entonces metabolizada por la
aldosa reductasa a sorbitol, un politol y finalmente a fructosa.

60



ANTECEDENTES

Estas células son: pericitos, células de Schwann, células del
cristalino y células tubulares renales.

El sindrome metabdlico se puede considerar 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 elevacién de
triglicéridos y disminucion de colesterol-HDL e hipertension.

Todos los componentes del sindrome metabdlico constituyen,
de forma independiente, factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular y diabetes de tipo 2, razén por la que la
manifestacion conjunta de varias de estas anomalias metabdlicas
en un mismo individuo, dando lugar a este sindrome, incrementa
de forma importante el riesgo de padecer estas patologias. La
presencia del sindrome metabdlico se ha asociado a un incremento
de 5 veces en la prevalencia de diabetes de tipo 2 y de 2 a 3 veces
en la de enfermedad cardiovascular (Zimmet, 2001; Eckel, 2005).

Como lainsulina es una de las hormonas anabdlicas principales
del organismo, el déficit de insulina conduce a un estado catabdlico
que afecta tanto al metabolismo de la glucosa como al de las grasas y
proteinas.Enestadestrucciénmetabdlicaintervieneobligatoriamente
la secrecion de hormonas de contrarregulacion (glucagon, hormona
de crecimiento y adrenalina). No sélo se interrumpe la formacién de
depdsitos de glucdégeno en el higado y en los musculos, sino que
la glucogendlisis agota las reservas existentes. La consecuencia es
una hiperglucemia aguda que excede la capacidad de reabsorcion
renal, ocasionando glucosuria. La glucosuria induce una diuresis
osmoatica, y por tanto, poliuria, causando una gran pérdida de agua
y electrolitos. La pérdida de agua por el riidn combinada con la
hiperosmolaridad secundaria a la hiperglucemia, tiende a producir
una pérdida del agua intracelular, estimulando los osmorreceptores
de los centros de la sed del cerebro, apareciendo asi una sed
intensa, lo que se conoce como polidipsia.

El déficit de insulina hace que el anabolismo estimulado por
ésta se transforme en un catabolismo de las grasas y las proteinas.
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Se produce protedlisis, y el higado moviliza los aminoacidos
gluconeogénicos, utilizandolos para fabricar glucosa. El catabolismo
de las proteinas y las grasas favorece la aparicion de un equilibrio
energético negativo que, a su vez, conduce a un aumento del
apetito (polifagia). A pesar del mayor apetito, los efectos catabdlicos
prevalecen, por lo que el paciente pierde peso y presenta debilidad
muscular.

La cetoacidosis diabética es una complicacion seria de la
diabetes tipo 1, aunque también puede ocurrir en la diabetes tipo
2. Estos pacientes presentan un marcado déficit de insulina, y la
liberacion de la hormona catecolaminérgica adrenalina bloquea
cualquier accion residual de la insulina y estimular la liberacion
de glucagoén. El déficit de insulina estimula la lipoprotein lipasa, lo
que conduce a una degradacién de los depdsitos de grasa, con el
consiguiente incremento de las concentraciones de acidos grasos
libres. Cuando estos acidos grasos libres alcanzan el higado, son
esterificados a acetil CoA adiposa. La oxidacion de las moléculas
de acetil CoA a adiposa dentro de la mitocondria hepatica produce
cuerpos cetonicos. Si la deshidratacién dificulta la eliminacion
urinaria de las cetonas, aumenta la concentracion de iones hidrégeno
en el plasma, con la consiguiente cetoacidosis metabdlica (Kumar,
2008).

Deterioro cognitivo relacionado con la Diabetes:

Los factores de riesgo asociados con el deterioro cognitivo son
diversos e incluyen: edad, género, antecedentes familiares, grado de
escolaridad y otros casi siempre relacionados con enfermedad cardio
y cerebrovascular que favorecen alteraciones por hipoperfusion,
desmielinizacién y lesiones isquémicas subcorticales de sustancia
blanca. Entre los factores cerebrocardiovasculares destacan:
Diabetes Mellitus, hipertension arterial, dislipemia, tabaquismo,
hiperhomocisteinemia y concentraciones elevadas de proteina C
reactiva de alta sensibilidad (Cicconetti, 2004).
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Las personas con DM tienen mayor riesgo de decremento
de la funcion cognitiva. El deterioro cognitivo leve se denomina
encefalopatia diabética o disfuncién cognitiva diabética e, incluso, se
ha diferenciado en encefalopatia diabética primaria y secundaria. La
primaria causada por hiperglucemia y alteracién en la accién de la
insulina, relacionada con el tiempo de evolucion de la hiperglucemia
y se asocia con pérdida neuronal apoptodtica y deterioro cognitivo;
en contraparte, la encefalopatia diabética secundaria parece ser
resultado de enfermedad microvascular subyacente o consecuencia
de hipoglucemia (Sima, 2004; Biessels, 2007). En la actualidad existe
mayor interés en el deterioro cognitivo debido al avance reciente en
técnicas de imagen y en pruebas neurocognitivas; sin embargo, aun
se conoce poco su fisopatogenia (Kodl, 2008).

La DM tipo 2 se asocia con alteraciones en las funciones
cerebrales que, a su vez, implican: deterioro cognitivo, demencia,
depresion y enfermedad cerebrovascular (Bauduceau, 2005). El
deterioro cognitivo también puede ser consecuencia de depresion,
hipertension y enfermedad cardio y cerebrovascular (Launer, 2005;
Messier, 2005). Las personas con Diabetes Mellitus tipo 2 tienen
mayor tasa de declinacion de funciones cognitivas e incremento de
hasta 15 veces en el riesgo de deterioro cognitivo e, incluso, demencia
(Allen, 2004; Cuckierman, 2005). La mayor parte de los estudios
indica que las alteraciones cognitivas en pacientes con DM tipo 2
involucran multiples factores mediante igual niumero de mecanismos
fisiopatolégicos que incluyen, principalmente, glucemia, perfil de
lipidos, presion arterial, insulinemia, medicamentos hipoglucemiantes
y complicaciones crénicas micro y macrovasculares (Liang, 2006).

Desde el punto de vista neuropsicolégico se ha descrito que
el patron de deterioro cognitivo en personas con DM sugiere una
disfuncién frontal subcortical, como se observa en la enfermedad de
pequefo vaso cerebral (Qiao, 2006). Los dominios afectados con mayor
frecuencia en el diabético tipo 2 incluyen: atencion, funcion ejecutiva,
memoria verbal y velocidad de procesamiento, principal- mente,
respetando funciones visuoespaciales, de atencién, semanticas y de
lenguaje (Awad, 2004; Kouta, 2006).
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En estudios clinicos y en modelos animales se ha documentado
que la DM induce trastornos cognitivos y alteraciones en la
potenciacion a largo plazo en el hipocampo y que esta potenciacion es
regulada por propiedades intrinsecas de los receptores de glutamato,
particularmente del subtipo NMDA (Trudeau, 2004). También se ha
estudiado la relacion entre DM y cambios en la cognicidn a través de
alteraciones en la estructura y funcién de la barrera hematoencefalica
(Huber, 2008).

Debido al gran numero de factores potencialmente involucrados
en el decremento de las funciones cognitivas en la DM se requieren
estudios que incluyan una bateria de pruebas neuropsicologicas, de
laboratorio (con hemoglobina glucosilada), insulina, perfil de lipidos
y resonancia magnética, de preferencia con analisis volumétrico. Un
estudio controlado con dichas caracteristicas report6 menor gravedad
de las lesiones en la resonancia magnética con estatinas, mientras que
como factor de riesgo se encontré a la hipertension arterial e insulina
basal; sin embargo, sus aportaciones no parecen ser clinicamente
relevantes concluyéndose en lo multifactorial del deterioro cognitivo
en DM tipo 2 (Manschot, 2007).

Estd demostrado que la insulina y el receptor de insulina
participan de manera importante en la funcién cognitiva; sin embargo,
se desconocen los mecanismos precisos (Dou, 2005). Con base en
la evidencia en los ultimos se sugiere que las alteraciones vinculadas
con la resistencia a la insulina y la disfuncion endotelial pudieran jugar
un papel relevante en el deterioro cognitivo en pacientes con DM
tipo 2 (Starr, 2007). Las concentraciones toxicas de insulina afectan
negativamente la funcion neuronal y supervivencia y se ha demostrado
que la elevacién de la concentracion de insulina periférica incrementa
de forma aguda su concentracion en el liquido cefalorraquideo
(Neumann, 2008).

En el sistema nervioso central la insulina y los receptores
de insulina se encuentran en regiones especificas, con funciones
dependientes de la localizacion; los mecanismos son distintos a la
regulacion directa de la glucosa periférica. El binomio insulina-receptor
de insulina en el hipotalamo participa en la homeostasis del gasto
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energético y los que se localizan en el hipocampo y corteza cerebral
se relacionan con funciones cognitivas (Zhao, 2004).

Biomarcadores:
1) Homocisteina:

El aminoacido sulfurado homocisteina fue descrito por primera
vez por Butz y du Vigneaud en 1932. La homocisteina no es un
constituyente de la dieta y este no es incorporado en las proteinas,
pero es exclusivamente formado como un producto intermediario del
metabolismo de la metionina (Nygard, 1999).

Aunque la homocisteina existe en varias formas solamente el 1%
se encuentra en la forma reducida (sulfidrilos) y la otra parte es oxidada
y existe como varios disulfuros (Nygard, 1999), aproximadamente el
70% es unido a la albumina y el 30% restante existe como disulfuros
libres, en su mayor parte mezcla de disulfuros de homocisteina-
cisteina, siendo después distribuida en sangre, en su forma libre y la
unida a proteinas (Nygard, 1999).

La homocisteina se obtiene como resultado del metabolismo del
aminoacido metionina. En este proceso la homocisteina se condensa
conlaserinadeformairreversible paraformar cistationina, estareaccion
es catalizada por la CBS y es también dependiente del piridoxal -5
- fosfato (metabolito activo de la vitamina Bg) como un cofactor. La
cistationina es hidrolizada a cisteina por la enzima cistationasa y es
también una reaccién dependiente de la vitamina B6 (Fonseca, 1999;
Eldibany, 2007).

Alternativamente la metionina puede ser reformada por la via
de remetilacion cuando el grupo metilo es donado a la homocisteina.
En esta via el 5,10- metilen tetrahidrofolato es convertido a N-5-
metil tetrahidrofolato (reaccion 3a), en una reaccion catalizada por la
metilentetrahidrofolato — reductasa (MTHFR), con la riboflavina como
un cofactor (Fonseca, 1999; Eldibany, 2007).

EIN-5-metiltetrahidrofolato donaun grupo metiloalahomocisteina
en una reaccion catalizada por la 5-metilentetrahidrofolato-
homocisteina metiltransferasa (metionina sintasa) y su cosustrato la
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vitamina B12 (Fonseca, 1999; eldibany 2007).

Por otro lado, el grupo metilo puede ser donado por la betaina en
una reaccion catalizada por la betaina-homocisteina metiltransferasa,
formando dimetilglicina y metionina. La reaccion de la betaina-
homocisteina no es dependiente ni de la vitamina B12 ni del folato
(Fonseca, 1999; eldibany 2007).

2) p-Amiloide:

Elnombrede proteinaf-amiloide englobaaunafamiliade proteinas
de entre 39 y 43 residuos que son secretadas de la membrana celular
tras el procesamiento de una proteina de mayor tamafo, la proteina
precursora amiloide (APP). La liberacion de la proteina -amiloide se
produce por la accion secuencial de las - y y- secretasas sobre la
proteina APP anclad a la membrana celular. Una tercera secretasa,
la o-secretasa, es capaz de actuar sobre APP y dar lugar a dos
fragmentos solubles (Sinha, 1999). Aunque aun no se ha descubierto
cual es la funciodn fisioldgica concreta de la proteina p-amiloide, se ha
visto que se encuentra a concentraciones que oscilan entre 10 y 500
pM en el liquido cerebroespinal y en el torrente sanguineo de personas
sanas, no apreciandose diferencias significativas respecto a las
concentraciones observadas en los enfermos de Alzheimer. Ademas,
se sabe que las mutaciones que comportan tanto la sobreproduccion
de APP como el aumento de la actividad de alguna de las secretasas
implicadas en el proceso de formacion de -amiloide pueden dar lugar
al inicio prematuro o a casos agudos de la enfermedad de Alzheimer
(Sinha, 1999; Dumery, 2001).

La forma mas abundante de la proteina g-amiloide en el cerebro
humano es la $(1-40), aunque muchos autores postulan que es en
realidad la forma (1-42) la desencadenante del proceso de formacién
de fibras amiloides in vivo, ya que esta especie presenta una mayor
capacidad amiloidogénica (Jarret, 1993) y es capaz de actuar como
centro de nucleacion de la secuencia mas corta. Algunos estudios in
vitro apuntan a que unicamente las formas agregadas de (-amiloide
son neurotoxicas (Hirakura, 1998; Zagorski, 1999), mientras que otros
afirman que la capacidad neurotéxica de p-amiloide es independiente
del estado de agregacion en que se encuentre (Forloni, 1997; Tseng,
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1999) y resultados aparecidos recientemente aseguran que las
especies mas citotdxicas son los oligdmeros que se forman durante el
proceso de agregacion(Walsh, 2002; Stine, 2003).

Tanto la hormona de insulina como las proteinas f-amiloide son
degradadas por la encima insulino-degradante (IDE). Segun estudios
recientes llevados a cabo por el Dr. Graff-Radford, 1999, tanto la
hormona de insulina como las proteinas p-amiloide son degradadas
por la encima insulino-degradante (IDE). El especialista agrega que
si la sangre contiene exceso de insulina, como es el caso de los
diabéticos, entonces IDE degrada preferencialmente la insulina en
vez de amiloide. “Esto significa que habrian niveles mas altos tanto
de AB42/AB40 en la sangre de los diabéticos”, dice.

Test de Conducta:

El estudio de la funcién cognitiva en personas con diabetes
empez6 a ser de interés con Miles y Root, desde 1922, quienes
reportaron que las personas con la enfermedad tenian un
desempefio pobre en pruebas de memoria, aritmética y eficacia
psicomotora, comparadas con personas sin la enfermedad. Desde
ese entonces, diversas investigaciones se han realizado y existen
estudios de analisis de comportamiento y electrofisiolégicos que
afirman que la DM puede inducir dafio cognitivo y producir defecto
en la potenciacién de larga duracién (LTP) en el hipocampo (Peters,
2004).

Al ser la diabetes tipo 2 un desorden metabdlico asociado
con alteraciones estructurales y funcionales de varios 6rganos en
el individuo, la hiperglucemia crénica y la hipoglucemia recurrente
severa, pueden tener efectos en la estructura y funcion del cerebro
(Jacobson, 2002). La hiperglucemia caracteristica principal de la DM
2 es probablemente el vinculo entre la diabetes y la vulnerabilidad
del hipocampo mediado por una serie de trastornos metabdlicos
asociados con niveles de glucosa elevados (Trudeau, 2004).

Existe evidencia, desde hace tres décadas, de que la
disfuncion cognitiva esta asociada a la DM (Strachan, 1997), sin
embargo la importancia de estos hallazgos para el autocuidado
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ha sido pobremente abordada (Sinclair, 200; Coker, 2003). Esto
es relevante porque la memoria y el aprendizaje son habilidades
cognitivas esenciales, primero, para la incorporacion de contenidos,
necesarios en la educacién que se le proporciona al paciente con
diabetes, y segundo, para la ejecucion de practicas de autocuidado
saludables (Glanz, 2002).

Alteraciones morfolégicas:

La DM provoca multiples complicaciones morfolégicas que
afectan a diferentes érganos. Dichas complicaciones las podemos
resumir de la siguiente forma:

- Vasos: Arterioesclerosis que afecta a aorta y arterias de mediano
y gran calibre; Arterioloesclerosis hialina que afecta a las arteriolas.
La pared vascular sufre un engrosamiento debido a la acumulacion
de depdsitos de material hialino, produciendo un estrechamiento de
la luz y una disminucion generalizada del riego sanguineo de los
distintos 6rganos, que sufren atrofia progresiva; Microangiopatia
diabética que afecta a los capilares. Se origina un engrosamiento
de la membrana basal del capilar.

-Rifiones: Engrosamiento de la membrana basal de los capilares;
Esclerosis mesangial difusa. Se trata de un incremento difuso
de la matriz mesangial, siempre asociado a engrosamiento de la
membrana basal; Glomeruloesclerosis nodular de Kimmestiel-
Wilson. Esta lesion esta caracterizada por engrosamientos
nodulares en el centro del mesangio; Hialinizacion glomerular.
Esto lleva a una esclerosis glomerular y a una falta de irrigacion de
los tubulos por arteriolas eferentes, lo que define la atrofia tubular
progresiva. Por lo que las nefronas van desapareciendo dando lugar
a una esclerosis renal; Nefrosis glucogénica de Armanni-Ebstein.
Cumulos de glucogeno en células tubulares; Lesiones exudativas:
Capuchédn de fibrina y gotas hialinas subcapsulares; Engrosamiento
de las membranas basales tubulares; Arterioesclerosis hialina en
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arteriolas; Microangiopatia diabética en capilares; Arterioesclerosis
en las arterias de mediano y gran calibre; Papilitis necrosante. Las
personas diabéticas son mas propensas a sufrir infecciones de
orina con necrosis y amputacion de las puntas de las piramides
dando lugar a la llamada papilitis necrosante; Pielonefritis aguda o
crénica. Inflamacion de los rifiones que suele iniciarse en el tejido
intersticial con posterior extension a los tubulos.

-Complicaciones oculares: Retinopatia. Esta lesidon posee dos
fases, enla primerafase, conocida como retinopatia no exudativa, se
produce un exudado procedente de la mayor permeabilidad vascular,
qgue puede iracompanado de microhemorragias; en la segunda fase,
o retinopatia proliferativa, se ocasiona una proliferacion vascular y
fibroblastica debido a los exudados formados en la primera fase,
apareciendo cicatrices y cuyo final es una ceguera irreversible
(Ortufio, 2005; Rozman, 1995 ; Kumar, 2008).

-Nervios: La complicacion mas frecuente en la diabetes es a
nivel del sistema nervioso, estimandose que alrededor del 40% de
los diabéticos presentan algun tipo de alteracion neuropatica en el
momento del diagndstico, viéndose afectados tanto nervios senso-
riales como motores o autonémicos. Su prevalencia aumenta con el
tiempo de evolucién de la enfermedad y con la edad del paciente.
Esta afeccion lleva a un encharcamiento del tejido nervioso (debido
al funcionamiento erréneo del sistema enzimatico de la aldosa- re-
ductasa), que a largo plazo provoca defectos en la transmisién del
impulso nervioso. En muchos casos también se origina desmielini-
zacion de las fibras nerviosas, que se cree que es la causa principal
de las neuralgias que sufre el diabético.

-Neuropatia diabética. Alteraciones nerviosas con pérdida de
sensibilidad. Esto puede ser debido a: dafio directo de las células
de Schwann por mecanismos osmaéticos o a microangiopatia de los
pequenos vasos que son los encargados de nutrir los filetes ner-
viosos de mayor tamafo y que llevan a la desmielinizacién de los
mismo (Ortufo, 2005).
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La neuropatia diabética origina aumento de la respuesta vas-
cular a NA (Moorhouse, 1966), y en la mayoria de los casos una
disminucion del flujo sanguineo. La etiologia de la disminucién de
flujo sanguineo que se produce durante la diabetes y los mecanis-
mos implicados en dicha reduccidén son aun muy desconocidos, y
han comenzado a ser un importante objeto de estudio en la neu-
ropatia diabética ya que se ha visto que las respuestas de vasos
de los nervios, donde se ha demostrado histoquimicamente que
hay terminaciones nerviosas adrenérgicas, serotonérgicas y pepti-
dérgicas, estan disminuidas, lo que puede generar una alteracion
del flujo sanguineo por inervacién nerviosa, que pueden contri-
buir a la patogénesis de la neuropatia diabética (Kappelle, 1993;
Kappelle,1994).

- Pancreas: Infiltracion leucocitaria de los islotes (Insulinitis),
formada principalmente por Linfocitos T; Desgranulacién, pérdida o
disminucion de las células Beta, debido al agotamiento de la insulina
almacenada en las células que ya han sufrido lesiones; Fibrosis e
hialinosis de islotes; Amiloidosis de islotes.
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TRATAMIENTO:

Existen diversas formas de tratamientos para la diabetes,
los cuales podriamos dividir en tratamiento farmacolégico, como
pueden ser las insulinas o antidiabéticos orales y tratamiento no
farmacoldgico, como la dieta o el ejercicio fisico.

Los objetivos terapéuticos deben de ser mas estrictos en
los pacientes mas jovenes, ya que tienen mas posibilidad de
desarrollar complicaciones (Vijas, 1997). También se observa un
mayor beneficio cuando se pasa de un control glucémico deficiente
a uno moderado, que cuando pasamos de un control moderado
a uno cercano a la normoglucemia. Por ultimo debemos recordar
que la HbA1C es el mejor parametro de control glucémico, ya que
correlaciona con la aparicion de complicaciones microvasculares y
macrovasculares (Consejo Europeo, 1999; Asociacién Americana
de la Diabetes, 2004).

Tratamiento farmacolégico:

En pacientes con DM tipo 1 el farmaco de eleccion es la insulina.
También se requiere este tratamiento en pacientes embarazadas
con diagnéstico de DMG y en caso de cetonuria intensa o glucemias
= 250 mg/dl. En el caso de la DM tipo 2, el tipo de tratamiento
indicado para cada paciente depende de ciertos factores entre los
qgue se incluyen la progresion de la enfermedad, la sensibilidad a la
insulina, la aparicion de hipoglucemiay si esta es fundamentalmente
pospandrial, etc.

1) INSULINAS:

La insulina es una hormona peptidica constituida por dos
cadenas, la A (21 aminoacidos) y la B (30 aminoacidos), unidas por
un puente disulfuro. Es sintetizada por las células 3 de los islotes de
Langerhans. Se une a receptores especificos presentes en tejidos
sensibles a la insulina, como higado, tejido adiposo y musculo,
fundamentalmente. Esta unién afecta al metabolismo de glucidos,
pero también al de proteinas y lipidos, de la siguiente manera:
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- Glucidos: Disminuye la glucemia sanguinea, favoreciendo la
captacion de la glucosa y su utilizacion, bien por glucélisis o por
estimulacion de la glucogenosintesis. Inhibe la gluconeogénesis
hepatica.

- Lipidos: Disminuye la movilizacion de lipidos por inhibicion de
la lipasa del adipocito. Favorece el transporte de los glucidos y su
acumulacion en el tejido adiposo, al estimular a la lipoprotein-lipasa.
Al aumentar los niveles de acidos grasos y glicerol en el adipocito,
estimula el depdsito de triglicéridos. Inhibe ademas la 3-oxidacion.

- Proteinas: Favorece la captacion de aminoacidos y la
sintesis de proteinas. En la DM tipo 1 se produce ausencia de
produccion de insulina, lo que requiere un aporte exdégeno de la
misma. Actualmente, las insulinas de origen bovino o porcino han
desparecido practicamente del mercado, siendo desplazadas
por insulinas humanas obtenidas por ingenieria genética. Los
preparados actuales comercializados son del tipo monocomponente,
lo que quiere decir que la insulina se ha sometido a un proceso
de ultrapurificacion que elimina todo tipo de proteinas extranas.
La unica diferencia entre insulinas digna de tenerse en cuenta es
la duracion de la acciéon. El uso de la insulina en DM tipo 2 no
suele ser necesario de inicio, aunque si puede utilizarse de forma
limitada en pacientes que necesiten una estabilizacion inicial de
la enfermedad (ej. Sintomatologia importante o niveles de glucosa
muy elevados).

Métodos para prolongar la acciéon de la insulina:

La insulina se destruye rapidamente (semivida plasmatica
inferior a 9 minutos) por lo que es necesario utlizar sistemas que
prolonguen la accién. Para ello, se recurre a preparados inyectables
por via subcutanea que liberan lentamente la insulina desde el
punto de inyeccion. Segun el procedimiento utilizado, se obtienen
diferentes tipos de insulina:

* Unidn a otras proteinas: hoy en dia se utiliza exclusivamente
la protamina.
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» Cristalizacion controlada: mediante adicion de cinc vy
manipulando el pH del medio de cristalizacion, puede conseguirse
que la insulina precipite controlando el tamano de los cristales. Con
estos precipitados se preparan suspensiones de insulina-cinc para
inyeccion, que liberan la hormona tanto mas lentamente cuanto
mayor sea el tamafo de los cristales.

* Desarrollo de analogos de accién lenta: mediante técnicas de
sustitucion de determinados aminoacidos (insulina glargina) o union
de la insulina a un acido graso como el acido miristico (insulina
detemir), se han conseguido analogos de insulina basal de accion
lenta que proporcionan un inicio de accidon mas lento aunque con
mayor duracion de accion.

Métodos para acelerar la accién de la insulina:

La insulina lispro y la insulina glulisina son modificaciones
biosintéticas de la insulina natural que consiste en intercambiar los
aminoacidos en posicidon 28 y 29, en el primer caso, de la cadena
B (lisina y prolina), y 3 y 29 en el segundo caso (lisina y acido
glutamico). La insulina asi modificada tiene menos tendencia que la
natural a formar hexameros en solucion. Como los hexameros tienen
que disociarse antes de que la insulina sea absorbida del punto de
inyeccion, el resultado practico es que estas insulinas tienen un
comienzo mas rapido y duracion de accion mas corta que la insulina
soluble normal. Esto tiene interés dentro de los esquemas actuales
de control estricto de glucemia. Los preparados obtenidos por estos
procedimientos se suelen clasificar de acuerdo con la duracién de
la accion en rapidas, intermedias y lentas. Es importante recordar
que todas las insulinas retardadas (en suspension translucida)
se aplican por via subcutanea. Solo la insulina no retardada (en
solucion transparente) puede inyectarse por via intravenosa.
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Mezclas de insulinas:

Existen en el mercado mezclas preparadas de insulina rapida
con intermedia, con el proposito de obtener un medicamento de
comienzo rapido y larga duracion. Estos preparados, llamados
insulinas bifasicas, se adaptan bien por otra parte a los criterios
modernos de dosificacion de insulinas. Las insulinas-cinc se prestan
peor a estas combinaciones porque el cinc residual tiende a retrasar
la accion de la insulina normal.

2) ANTIDIABETICOS ORALES:

Los antidiabéticos orales presentan mecanismos de accion
diferentes que inciden sobre diversos factores causantes de la
hiperglucemia en la DM tipo 2. El tratamiento de los pacientes con
DM tipo 2 depende de varios factores que influyen sobre el farmaco
a usar: progresion de la enfermedad, sensibilidad a la insulina,
presencia de hipoglucemias, hiperglucemia fundamentalmente
posprandial, etc.

Criterios de utilizaciéon de antidiabéticos orales:

Aunque los criterios de utilizacion de antidiabéticos orales no
son uniformes, en general se emplea un criterio escalonado, como
el siguiente:

» Pacientes con diabetes tipo 2 en los que es insuficiente el control
de la dieta y el ejercicio y presentan normopeso o ligero sobrepeso.
Se inicia el tratamiento con sulfonilureas. Se comienza con dosis
bajas, aumentandolas gradualmente con controles semanales
hasta conseguir niveles optimos. Actualmente puede recurrirse a
las metiglitinidas o iniciarse monoterapia con glitazonas.

» Pacientes con diabetes tipo 2 en los que es insuficiente el control
de la dieta y ejercicio y presentan sobrepeso. Son candidatos al
tratamiento con metformina.

» Pacientes en los que la monoterapia es insuficiente. Puede
ensayarseeltratamientocombinadoantesdeiniciarlainsulinoterapia,
utiizando  farmacos con  mecanismos  hipoglucemiantes
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complementarios. Pueden ensayarse varias combinaciones, si no
se consigue un control adecuado.

* Inhibidor de dipeptidilpeptidasa-4 (DPP-4) asociado a
metformina, tiazolidindionas o sulfonilureas: facilitan el control
glucémico en aquellos pacientes mal controlados con antidiabéticos
orales convencionales. Tienen un riesgo bajo de hipoglucemia y
escasa incidencia sobre el peso de los pacientes.

» Sulfonilurea + Metformina. Con mecanismos de accién
sinérgicos. Mas del 50% de los pacientes no controlados con dosis
altas de sulfonilurea mejoran con la adicion de metformina. La
terapia combinada debe administrarse durante unos 6 meses. Si no
se consiguen los objetivos deseados, se debe anadir o sustituir por
insulina.

e Sulfonilurea + Tiazolidindionas. Los estudios realizados
demuestran una eficacia similar a la asociacion anterior.

* Repaglinida + Metformina. La adicion de repaglinida al
tratamiento con metformina es altamente eficaz en sujetos no
controlados mediante metformina sola.

» Antidiabético oral + Insulina (o exenatida). Pacientes con
requerimientos no elevados de insulina se pueden beneficiar de
este tratamiento. La exenatida facilita la reduccién de peso de los
pacientes, mientras que las insulinas tienden a incrementarlo. Esto
debe ser considerado en pacientes obesos o con claras tendencias
al sobrepeso. Entre las combinaciones mas utilizadas:

* Insulina (exenatida) + Sulfonilurea: para que sea eficaz es
imprescindible una secrecion enddgena de insulina. Se consigue
una reduccion de las dosis de insulina y de los niveles de insulina
circulante. En general, con la terapia combinada se puede conseguir
un mejor control que con insulina sola, pero no es tan bueno como
intensificar el tratamiento de insulina.

* Insulina (exenatida) + Metformina: algunos estudios sugieren
gue esta asociacion puede ser eficaz en pacientes mal controlados
con insulina sola, después de un fracaso con sufonilureas. Ademas
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la metformina no agrava la hiperinsulinemia.

* Insulina + Metiglinida: actualmente se dispone de estudios en
los que se ha comprobado la eficacia de la combinacién de una
metiglinida con la inyeccion nocturna de insulina.

* Pacientes con glucemias posprandiales elevadas. Los
inhibidores de la dipeptidilpeptidasa-4, los de las a-glucosidasas y
las metiglinidas son consideradas especialmente indicadas en este
tipo de pacientes, atendiendo a su mecanismo de accion. (Consejo
general de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 1999).

Tratamiento no farmacolégico:

En la DM el tratamiento no farmacolégico va a tener tanta
importancia como el tratamiento farmacolégico, si no mas. La dieta
y el ejercicio de forma conjunta constituyen el tratamiento inicial
de la enfermedad en pacientes con DM tipo 2, siendo suficiente en
etapasiniciales, aunque segun progresa se necesitara de tratamiento
farmacoldgico. En DM tipo 1 el uso de insulina sera inevitable, pero
la dieta y el ejercicio seguiran siendo partes centrales del manejo
de la enfermedad.

Los cambios en el estilo de vida o la capacidad de autocontrolar
la enfermedad requeriran de una educacién sanitaria adecuada.
(Sociedad de Diabetes).

76



ANTECEDENTES

MODELOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en
las ciencias biomédicas. Son usados como modelos parainvestigary
comprender las causas, diagnostico y tratamiento de enfermedades
que afectan al humano y a los animales, ademas de sus importantes
aportes en la docencia biolégica y en el desarrollo, produccion y
control de medicamentos, alimentos, donde en muchos casos hasta
la fecha son insustituibles (Von Hoosier, 1999; Zuniga, 2001).

El uso de los animales de laboratorio en las investigaciones
biomédicas representa un elemento fundamental en el desarrollo
de importantes avances en la prevencion y tratamiento de las
enfermedades transmisibles y no transmisibles

Clasicamente, los modelos in vivo empleados en investigacion
se han dividido en cuatro grupos, a partir del estudio de patologias
humanas:

1. Espontaneos:

En ellos la variable a investigar aparece de forma natural, a
partir de la variabilidad genética expresada en una determinada
linea animal. Habitualmente, se obtienen por seleccidn de entre los
animales consanguineos o genéticamente uniformes que expresan
esa variable o de entre poblaciones en que un gran numero de
individuos expresan la variable en cuestion. Se han analizado y
categorizado cientos de cepas/estirpes de animales que padecen
enfermedades espontaneas que también aparecen en el hombre.
Se ha establecido una lista de mas de 200 enfermedades en
animales atribuidas a errores innatos del metabolismo y que no han
sido inducidas de forma experimental. Por ejemplo, raton desnudo
(nude, hairless) que es un modelo mutante natural, empleado en
estudiosinmunoldgicos, oncolégicos y de enfermedades infecciosas,
debido a que no presentan timo y por lo tanto carecen de linfocitos
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T o timocitos. Diabetes, arteriosclerosis e hiper colesterolemia,
obesidad u osteosporosis, son otras de las patologias para las que,
actualmente, existen buenos modelos animales espontaneos.

Ejemplos de modelos espontaneos:

- Ratas Wistar Kyoto o Hipertensas Espontaneas (SHR), que
genéticamente presentan una elevada y sostenida hipertension
arterial (Zuniga, 2001).

- La rata Zucker (fa/fa): También llamada ZDF (Zucker Diabetic
Fatty Rat) aludiendo a su caracteristico fenotipo obeso. La
mutacion “fatty” (fa) fue publicada por Zucker and Zucker en
1961. Los animales homocigotos para el alelo fa (receptor de la
leptina no funcionante) son apreciablemente obesos ya 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 afectos son hiperlipidémicos,
hipercolesterolémicos e hiperinsulinémicos, ydesarrollan hipertrofia
e hiperplasia adipocitaria, semejando la obesidad humana, por
ello la rata Zucker es el mejor conocido y mas ampliamente usado
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 B. Esto ultimo
parece depender de un defecto transcripcional en la célula B, que
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 DM 2, probablemente
porque, a diferencia de los ratones db/db y ob/ob, su hiperglicemia
es discreta (Muller, 1988), existiendo variaciones entre colonias.
Sin embargo, presenta algunas complicaciones similares a la DM
2 humana (Lash, 1989), asi como hiperinsulinemia secundaria
a resistencia periférica a la insulina, la cual es especialmente
marcada en el musculo e higado (Terrettaz, 1986).
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- Psammomys obesus (rata israeli de la arena): En su habitat
natural, el Psammomys obesus sigue una dieta esencialmente
vegetariana, sin embargo, cuando se alimenta con dieta estandar
de rata de laboratorio, se hace obeso, resistente a la insulina e
hiperglicémico (Ziv, 1999). Si ademas se usa una dieta rica en
colesterol, los animales desarrollan hiperlipidemia y aterosclerosis
(Marquie, 1991). Al igual que en la DM 2 humana, el estado
hiperglicémico se asocia con un aumento de los niveles de
proinsulinay productos de fragmentacion, presumiblemente debido
a la elevada demanda de secrecion insulinica por la resistencia
periférica a dicha hormona. También se ha encontrado alteracion
en la biosintesis de insulina en los islotes de Langerhans (Cerasi,
1997).

- La rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat): En
1984, dentro de una colonia de ratas Long-Evans (Charles River,
Canada), se descubri6 una rata con diabetes espontanea, poliuria,
polidipsia y discreta obesidad. Desde entonces, se mantiene una
linea de ratas procedentes de aquella en la compafiia farmacéutica
Otsuka y se las denomina por ello OLEFT (Kawano, 1992). Sus
caracteristicas incluyen: a) un desarrollo tardio de la hiperglicemia
(tras 18 semanas de edad); b) un curso cronico de la enfermedad; c)
discreta obesidad; d) aparicion clinica de diabetes principalmente
en los machos; e) participacién de multiples genes diabetogénicos
recesivos, la transmision de uno de los cuales (denominado odb-1)
se encuentra ligada al cromosoma X, y f) nefropatia diabética, en
forma de glomeruloesclerosis difusa y lesiones nodulares. Ademas,
existen alteraciones en los islotes pancreaticos que pueden ser
clasificadas en tres estadios: a) precoz (menos de 9 semanas de
edad), con discreta infiltracién linfocitaria; b) hiperplasico (10-40
semanas de edad), con incremento del numero de células y fibrosis
dentro o alrededor de los islotes, y c¢) final (mas de 40 semanas
de edad), con atrofia de los islotes. Las citadas manifestaciones
clinicopatologicas de las ratas OLETF se asemejan bastante a las
de la DM 2 humana. Es de destacar que las ratas OLETF son
portadoras de un alelo nulo para el gen de la colecistoquinina A
(CCK-A), lo cual conlleva una capacidad reducida para procesar
las sefales gastrointestinales de saciedad tras la ingesta de

79



Efecto de flavonoides (extractos de fresno, spergularia y granada) sobre ratones diabéticos db/db

nutrientes. Esto puede ser la causa de un aumento de la cantidad
de alimento en cada ingesta, con hiperfagia y obesidad (Schwartz,
1999). Ademas, los analisis de patrones de expresidon génica
hipotalamica indican la presencia de un déficit primario en la
sefializacion del neuropéptido Y en el hipotalamo dorsomedial.
Asi pues, la obesidad en la rata OLETF puede ser debida al mal
funcionamiento de dos vias de regulaciéon, una periférica, como
es la saciedad tras la ingesta, y otra relacionada con mecanismos
centrales criticos para el mantenimiento del balance energético
global (Bi, 2002). La DM 2 de las ratas OLETF puede ser prevenida
eficazmente mediante el ejercicio cuyo efecto protector perdura al
menos 3 meses tras el cese del mismo (Shima, 1996). También la
administracion de insulina logra evitar tanto la disfunciéon de las
células B como los cambios morfoloégicos en el pancreas (Ishida,
1995).

- El raton obeso de Nueva Zelanda (NZO): Se trata de una cepa
endogamica de ratones originaria de Nueva Zelanday seleccionada
por obesidad poligénica (Bielschowsky, 1953). Los ratones NZO
de ambos sexos presentan elevado peso desde su nacimiento y
aumento de su grasa corporal, que refleja predominantemente
hipertrofia de los adipocitos mas que hiperplasia de los mismos.
El desarrollo de diabetes en este modelo representa un complejo
fendmeno tipo umbral en el que la tasa de adiposidad precoz
establece un nivel diabetogénico de resistencia a la insulina
(Reifsnyder, 2000). Los ratones NZO machos desarrollan
hipertension cuando se les somete a una dieta con elevado
contenido graso. A las 8 semanas de vida, a pesar de la obesidad,
los ratones permanecen normoglicémicosy con niveles plasmaticos
de insulina y leptina no demasiado elevados. La hiperglicemia es
de aparicion tardia (alrededor de la semana 16) y evolucién crénica
una vez establecida. Como anomalias metabdlicas precoces se
han documentado tanto resistencia a la insulina como excesiva
produccién de glucosa por parte del higado (Veronic, 1991).

- Psammomys obesus (rata israeli de la arena): En su habitat
natural, el Psammomys obesus sigue una dieta esencialmente
vegetariana, sin embargo, cuando se alimenta con dieta estandar
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de rata de laboratorio, se hace obeso, resistente a la insulina e
hiperglicémicop (Ziv, 1999). Si ademas se usa una dieta rica en
colesterol, los animales desarrollan hiperlipidemia y aterosclerosis
(Marquie, 1991). Al igual que en la DM 2 humana, el estado
hiperglicémico se asocia con un aumento de los niveles de
proinsulinay productos de fragmentacion, presumiblemente debido
a la elevada demanda de secrecion insulinica por la resistencia
periférica a dicha hormona. También se ha encontrado alteracion
en la biosintesis de insulina en los islotes de Langerhans (Cerasi,
1997).

- El ratén ob/ob: A diferencia de los mutantes db/db, los ratones
ob/ob son portadores de una mutacion en el gen de la propia
leptina (Chua, 1996). Representa un buen modelo para el estudio
de la obesidad, siendo la incidencia de diabetes en estos ratones
relativamente baja. Esta cepa tiene ademas una esperanza de vida
mas larga y sintomatologia menos acentuada que la del mutante
db/adb.

- El raton db/db: El “gen de la diabetes” (db) se transmite de
modo autosdémico recesivo 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 (Chen, 1996). La
mutacion db/db muestra muchas de las caracteristicas de la DM
2 humana (Sharma, 2003). Los ratones db/db son insensibles al
suministro de leptina exdgena (Campfield, 1996). La evolucion
de estos ratones es bifasica, mostrando primero hiperinsulinemia
y después hipoinsulinemia. La fase hiperinsulinémica aparece
alrededor de los 10 dias, acusando ya discreta elevacion de la
glucemia alrededor del mes y siendo franca la hiperglicemia a las
8 semanas de edad. Alos 5 6 6 meses, el peso corporal comienza
a descender en paralelo con una degeneracion de las células B de
los islotes (Like, 1972), entrando en la fase hipoinsulinémica.
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2.Inducidos:

Las variables a investigar son provocadas experimentalmente.
Segun el método utilizado para su induccion se pueden clasificar en
cinco grandes grupos:

1) Por administracion de sustancias bioldgicamente activas:

Otros modelos estan basados en la administracion de
determinadas sustancias con efectos toxicos sobre las células (3 del
pancreas.

El uso de agentes quimicos para producir la diabetes, permite
realizar estudios detallados de los eventos bioquimicos vy
morfolégicos que ocurren durante y después de la induccién de un
estado diabético.

Los agentes quimicos que mas se emplean en investigacion son
el aloxano y la estreptozotocina (STZ). Estos compuestos en dosis
diabetogenicas actuan especificamente sobre las células beta del
pancreas (Mora, 2009; Ning, 2011).

ESTREPTOZOTOCINA:

La estreptozotocina (STZ), es un antibidtico utilizado en
la quimioterapia del cancer, induce DM 2 en roedores recién
nacidos no predispuestos, mediante la destruccién de las células 3
pancreaticas.

La STZ es un derivado de la nitrosourea aislado del
Streptomyces achromogenes con actividad antibidtica vy
antineoplasica de amplio espectro. Se trata de un potente agente
alquilante que interfiere con el transporte de glucosa (Wang, 1998).
y la funcion de la glucokinasa (Zahner, 1990), e induce multiples
puntos de ruptura en doble hélice del DNA (Bolzan, 2002). En
este sentido, la STZ actua como un elemento esencial ya que su
molécula consta esencialmente de glucosa ligada a un fragmento
reactivo de nitrosourea, y como tal es internalizada a través de los
transportadores celulares de glucosa. Una vez dentro, el fragmento
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de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad téxica. Dado que
las células B pancreaticas son mas activas que las demas en la
captacion de glucosa (tienen que monitorizar continuamente sus
niveles plasmaticos), también resultan mas sensibles al efecto
téxico de la STZ.

La sensibilidad a la STZ varia segun la especie animal, la
cepa, el sexo, la edad y el estado nutricional. El modo y ruta de su
administraciéon resultan determinantes para su efecto. Una unica
dosis importante de estreptozotocina puede inducir diabetes en
roedores, probablemente debido a efecto toxico directo. De modo
alternativo, se puede usar en forma de multiples dosis pequefias (p.
ej., 40 mg/kg en 5 dias consecutivos). Administrada de este modo,
induce una diabetes insulinopénica en la que interviene la el sistema
inmune, tal como ocurre en la diabetes DM 1 humana. El modelo de
baja dosis multiple de estreptozotocina ha sido ampliamente utilizado
para estudiar los acontecimientos inmunoldgicos que conducen a la
insulitis y muerte celular B (Holstad, 2001; Mensah-Brown 2002,
Muller, 2002; Yang, 2003), sin embargo, sigue produciendo diabetes
incluso en ausencia de células T y B funcionantes (Portha, 1989),
lo que sugiere que, aun a estas dosis, permanece cierto grado
de toxicidad sobre las células B, predisponiéndolas al fracaso en
presencia de algun tipo de sobrecarga o simplemente con el tiempo.
De este modo, se ha utilizado el modelo de administracion de STZ
como modo de producir un modelo de DM 2 en los roedores ya
adultos (Portha, 1989; Garcia, 1994).

ALOXANO:

Aunque desde hace muchos afios se conoce la actividad
diabetogénica de esta sustancia, el mecanismo de accidén es
aun desconocido. Algunas evidencias indican que el efecto de la
aloxano es mediado por una interaccion a nivel de membrana en
la célula B (Bailey, 1946). Otros estudios en los que se ha utilizado
aloxano marcada con 14C revelan que hay una alta afinidad de la
sustancia por la membrana celular, lo que ocasiona alteraciones
en su permeabilidad, lo cual puede explicar, en parte, la necrosis
selectiva observada en las células B del islote pancreatico (Goldner,
1947).
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La principal ventaja de los modelos basados en administracion
de farmacos es que el grado de alteracion de las células 3 puede ser
regulado de acuerdo con la dosis de toxina administrada. Su gran
desventaja reside en que rara vez la diabetes humana es causada
por un toxico de este tipo.

La administracion de corticoides en diversos periodos de la vida
del animal puede causar un estado similar a la DM 2 humana, este
modelo seria especialmente apropiado para el estudio de la DM 2
que aparece en humanos trasplantados o en tratamiento esteroideo
créonico. Otras hormonas que pueden causar hiperglicemia en
animales son la somatostatina, el glucagon, las catecolaminas y la
tiroxina.

2) Por manipulacioén quirargica:

Modelos tradicionales de ligadura pilérica. Otros ejemplos son
los de ligadura o implantacion de clips de la arteria renal para la
simulacion de estados de hipoxia e insuficiencia de este érgano, o la
hepatectomia parcial para el estudio de la regeneracion hepatica.

3) Por induccién basada en dietas modificadas:

Las dietas carenciales en algun elemento o suplementadas con
exceso de alguno de sus componentes naturales son la base para
el estudio clasico de enfermedades provocadas por hiperlipemias,
esclerosis vasculares, hipovitaminosis, o el desarrollo de modelos
de cancerogénesis.

4) Por induccion debida a cambios etologicos:

Las modificaciones de factores sociales o del entorno pueden
provocar cambios en el comportamiento, que constituyen valiosos
modelos. Es el caso de induccion de ratones “giradores” o que
manifiestan otros movimientos estereotipicos, de ratas “asesinas’
por aislamiento, modelos de aprendizaje para estudio de
psicofarmacos.

5) Por transgenizacién o mutagenésis dirigida:
Por medio de microinyeccion de ADN en el pronucleo de oocitos,
la infeccién de embriones con vectores retrovirales o el empleo
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de sustancia mutagénicas de amplio espectro. Mediante estas
técnicas se estan obteniendo gran numero de modelos especiales,
de gran ayuda en la comprension de los mecanismos de accion
tanto patolégicos como terapéuticos (Zuhiga, 2008).

3. Negativos:

En ellos una determinada variable o fenémeno biolégico no
se desarrolla o no se expresa. Por ejemplo, algunas razas de
conejos son resistentes a la infeccion por gonococos. Este modelo
animal también es aplicable a aquellos animales que no muestran
sensibilidad a determinados estimulos que, normalmente, si tienen
efecto sobre otras especies. Se utilizan para el estudio de los
mecanismos que proporcionan resistencia a patologias concretas
que se encuentran asociados a una ausencia de sensibilidad.

4. Huérfanos:

En ellos se expresa una determinada variable hasta ahora no
conocida o expresada en la especie humana. Cuando dicha variable
es descrita también en la especie humana, se dice que estos
modelos animales se han “adoptado” y entonces pasaran a incluirse
en una de las categorias anteriores. Por ejemplo, la enfermedad de
las “vacas locas” o encefalitis espongiforme bovina, si bien se ha
encontrado su correlacion con la enfermedad de Kreutz-Jacobson,
con lo cual este modelo es candidato a ser “adoptado”.

Para la realizaciéon de este estudio hemos utilizado el modelo
espontaneo de ratén db/db ya que a partir de las cuatro semanas
de vida los animales presentan hiperglucemia, hiperinsulinemia,
hiperfagia y obesidad por lo que representan un buen modelo para
estudiar la diabetes.
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POLIFENOLES

Los compuestos polifendlicos constituyen uno de los grupos
mas numerosos y ampliamente distribuidos del reino vegetal,
con una lista de mas de 8000 estructuras que sigue en continuo
crecimiento. Existen numerosas clasificaciones, pero normalmente
se agrupan segun el numero de anillos fendlicos que contienen y en
funcion de cdmo se unen entre si. Se distinguen dos grandes grupos
de moléculas, polifenoles flavonoides y no flavonoides, siendo el
primero el mas numeroso (Figura 10). Los polifenoles también se
pueden clasificar en funcién del numero 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
fendlicos, hasta otras altamente polimerizadas, como los taninos.
Suelen encontrarse en la naturaleza unidos a un resto de azucar,
que principalmente es la glucosa.
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Figura 10. Clasificacion de los polifenoles

Desde hace décadas, los polifenoles presentes en las plantas
han interesado a los cientificos. Estos compuestos son esenciales
tanto en la fisiologia como en la morfologia de los vegetales. La
funcion de los polifenoles en los vegetales es variada: pueden
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actuar como antioxidantes, pueden inhibir o activar el crecimiento de
las plantas, inhibir la degradacién de la auxina (hormona vegetal),
también captan el 90% de las radiaciones UV impidiendo los efectos
nocivos de las radiaciones en los tejidos internos, resistencia a
plagas o a condiciones ambientales adversas. Son componentes
de esencias y pigmentos de las flores que confieren aromas
y coloraciones atrayentes de insectos con lo que se favorece el
proceso de floracién, en las plantas polinizadas por insectos, del
mismo modo los fenoles también confieren aromas y colores a los
frutos que los hacen apetecibles para los herbivoros. A nivel de
microorganismos, las plantas se defienden del ataque de patégenos
sintetizando fitoalexinas, que son toxicos para los microorganismos
atacantes. También los fenoles protegen a las plantas generando
sabores (principalmente amargos) o texturas (los taninos) que
resultan desagradables para los herbivoros, por lo que este tipo de
animales se nutren de otras plantas. En general la accion principal
de estos compuestos es la de establecer relaciones quimicas de
las plantas con su entorno. Se encuentran practicamente en todas
las plantas y por tanto se encuentran integrados en la dieta humana
(Cheynier, 2005).

Una vez incorporados a la dieta humana, los polifenoles
pueden tener variados efectos. Como antioxidantes, se les ha
atribuido una gran cantidad de propiedades beneficiosas para la
salud, ya que pueden proteger estructuras celulares del ataque de
especies reactivas del oxigeno y asi limitar el riesgo de padecer
enfermedades asociadas al estrés oxidativo. Existen numerosos
estudios que atribuyen a los polifenoles de la dieta un importante
papel en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancer,
osteoporosis, Diabetes Mellitus y enfermedades neurodegenerativas
(Scalbert, 2005). Sin embargo, en los ultimos afios se han publicado
nuevos estudios que sugieren una gran variedad de mecanismos de
accion diferentes a la accion antioxidante, a través de los cuales los
polifenoles podrian ejercer parte de sus acciones beneficiosas sobre
los sistemas biologicos. Entre estos otros mecanismos destacan
su capacidad para modular la actividad de enzimas tales como
la telomerasa (Naasani, 2003), la ciclooxigenasa (O’Leary, 2004;
Hussain, 2005) y la lipooxigenasa (Schewe, 2001; Sadik, 2003),
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0 su capacidad para interaccionar con sefales de transduccion
y receptores celulares (Birt, 2001; Wiseman, 2001; Kris-Eterno,
2002). También se han descrito sus efectos en el tratamiento de
la infeccion por VIH (Artico, 1998), y se han puesto de manifiesto
sus efectos antiinflamatorios (Rahman, 2006; Biesalski, 2007),
antiaterogénicos, antidiabéticos (Manach, 2005), y antiobesidad
(Hsu, 2008).
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FLAVONOIDES

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 2 (Scalbert, 2005), las enfermedades
cardiovasculares (Berkow, 2007; Benavente-Garcia, 2008; Grassi,
2009), las enfermedades neurodegenerativas (Scalbert, 2005;
Letenneur, 2007), enfermedades inflamatorias crénicas y alergias
(Kim, 2004a; 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; Patel, 2007);
sin embargo, podemos destacar de entre todos ellos el grupo
de los flavonoides (Chun, 2005). Los flavonoides se consideran
fitoquimicos, al contrario que 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 xenobiéticos (Crozier,
2009).

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 3 C, es decir, C6-C3-C6) (Figura
11) (Benavente-Garcia, 2008; Crozier, 2009).
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Figura 11. Estructura basica de los flavonoides
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Dentro de los compuestos fendlicos son los mas numerosos
y se encuentran en todo el reino vegetal. Estan presentes
fundamentalmente en la epidermis de las hojas y la piel de la fruta.

Segun la conexién entre los 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).

Actualmente existen mas de 8000 flavonoides vegetales
descritos, esto es debido a que muchos flavonoides se encuentran
en la naturaleza en forma de glicosidos.

Los compuestos fendlicos protegen de la oxidacion a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) desempefando un papel clave
en la prevencion de la aterosclerosis. También pueden prevenir la
trombosis, inhibiendo la agregacion plaquetaria, la permeabilidad
y fragilidad capilar. Este efecto se ha demostrado mediante
experimentos con animales e in vitro. En muchos casos se inhibe
la AMP ciclico fosfodiesterasa y como resultado se incrementan los
niveles de cAMP. Asimismo, se reduce el nivel de calcio, se inhibe el
“factor de activaciéon plaquetario”, se promueve la captacion de los
radicales libres y se reduce la liberacion de enzimas que favorecen
la agregacion plaquetaria.

Los compuestos fendlicos también son considerados como
reguladores del sistema inmune y como antiinflamatorios,
probablemente debido a la modulacién del metabolismo del
acido araquidonico, reduciendo los niveles de tromboxano.
También modulan la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, fosfolipasa A2, hialuronidasa, e inhiben la accion
de la angiotensina convertasa, mieloperoxidasa (que produce el
hipoclorito y otros prooxidantes) y xantinooxidasa (que produce
los radicales superdéxido), entre otras. Dichos efectos les otorgan
un amplio potencial para su utilizacion con fines médicos (Craig,
1996). Son numerosos los estudios que han mostrado que este
tipo de compuestos poseen propiedades antioxidantes, inhibiendo
la peroxidacion lipidica y captando radicales libres como hidroxilo,
supéroxido y radicales alocoxido (Schiel, 1991).
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Igualmente se han descrito efectos antiviricos, antibacterianos y
antifungicos. Se ha observado in vitro el potencial de la epicatequina
como agente antivirico y las antocianidinas pueden inhibir las
enzimas que intervienen en la replicacion del rhinovirus y del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Hocman, 1989).

Los efectos beneficiosos de la ingesta de un elevado numero
de alimentos ricos en compuestos fendlicos como cerveza, fresas,
espinacas, vino tinto, etc. se pueden evaluar a corto plazo ya que
aumentan la capacidad antioxidante en suero (Cao, 1998; Velioglu,
1998; Kahkonen, 1999), lo que avala el creciente interés por el
consumo de alimentos ricos en estos compuestos (Hertog, 1995).

Desde el punto de vista bioquimico, los compuestos
fendlicos también tienen un especial interés debido a su potencial
anticarcinégeno, bien estimulando el bombeo de ciertos agentes
cancerigenos hacia el exterior de las células o bien mediante la
induccion de enzimas de detoxificacion (Mazza, 2000). En la
bibliografia cientifica son multiples las referencias que demuestran
que los flavonoides tienen efectos citostaticos en varios sistemas
in vitro y que son capaces de regular ciertos procesos importantes
en el desarrollo del cancer. Los flavonoides tienen actividad
antipromotora, efecto antiinvasivo, e inhiben enzimas como la
tirosina proteinkinasa, la ornitin decarboxilasa ATP dependiente
y la DNA topoisomerasa. Numerosos trabajos de investigacion
demuestran que los isoflavonoides de la soja, especialmente la
genisteina, pueden tener efecto protector frente a diferentes tipos
de cancer (mama, colon y piel). Este hecho, se ha relacionado con
el efecto estrogénico de los isoflavonoides, mediante diferentes
mecanismos bioquimicos (Barnes, 1995).

Flavonoides y su consumo en la alimentacién:

En la dieta, las principales fuentes de flavonoides son las
frutas y verduras (manzanas, uvas, cebollas, legumbres), el cacao
manufacturado como el chocolate negro y las bebidas como el café,
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el té (negro o verde) y el vino tinto (Aherne, 2002; Beecher, 2003;
Manach, 2004; Somerset, 2008; Crozier, 2009).

La ingesta de flavonoides en la dieta puede ser muy variada
segun el pais, asi como en Japdén la fuente fundamental de
flavonoides es el té, en Finlandia son las frutas y verduras (Aherne,
2002), en EEUU y Australia los citricos y el té (Johannot, 2006;
Chun, 2007), etc.

Estudios realizados por diferentes paises proponen el consumo
medio de flavonoides en la dieta. 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). Estas variaciones tan visibles
en los resultados pueden ser debidas a la diferente metodologia
de los trabajos, ya que segun el numero de flavonoides estudiados
obtendremos un resultado u otro.

Flavonoides y sus efectos saludables:

Existen numerosos estudios realizados acerca de los
flavonoides y su efectividad sobre distintas enfermedades cronicas;
especialmente, el consumo de flavonoles, ha demostrado reducir el
riesgo de mortalidad y morbilidad por este tipo de patologias. (Grassi,
2009). Diversos estudios han demostrado que un consumo elevado
de flavonoles y flavonas previenen la muerte por enfermedades
coronarias o el infarto de miocardio no fatal (Knekt, 1996; Hirvonen,
2001).

Los compuestos fendlicos protegen de la oxidacion a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) desempefiando un papel clave
en la prevencién de la aterosclerosis.

También pueden prevenir la trombosis, inhibiendo la agregacion
plaquetaria, la permeabilidad y fragilidad capilar. Este efecto se ha
demostrado mediante experimentos con animales in vitro e in vivo.
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En muchos casos se inhibe la AMP ciclico fosfodiesterasa y como
resultado se incrementan los niveles de cAMP. Asimismo, se reduce
el nivel de calcio, se inhibe el “factor de activacion plaquetario”,
se promueve la captacion de los radicales libres y se reduce la
liberacion de enzimas que favorecen la agregacion plaquetaria.

Los compuestos fendlicos también son considerados como
reguladores del sistema inmune y como antiinflamatorios,
probablemente debido a la modulaciéon del metabolismo del
acido araquidoénico, reduciendo los niveles de tromboxano.
También modulan la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, fosfolipasa A2, hialuronidasa, e inhiben la accién
de la angiotensina convertasa, mieloperoxidasa (que produce el
hipoclorito y otros prooxidantes) y xantinooxidasa (que produce
los radicales superéxido), entre otras. Dichos efectos les otorgan
un amplio potencial para su utilizacion con fines médicos (Craig,
1996). Son numerosos los estudios que han mostrado que este
tipo de compuestos poseen propiedades antioxidantes, inhibiendo
la peroxidacion lipidica y captando radicales libres como hidroxilo,
supéroxido y alcoxi radical (Schiel, 1991)

Igualmente se han descrito efectos antiviricos, antibacterianos 'y
antifungicos. Se ha observado in vitro el potencial de la epicatequina
como agente antivirico y las antocianidinas pueden inhibir las
enzimas que intervienen en la replicacién del rhinovirus y del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Hocman, 1989).

Los efectos beneficiosos de la ingesta de un elevado numero
de alimentos ricos en compuestos fendélicos como cerveza, fresas,
espinacas, vino tinto, etc. se pueden evaluar a corto plazo ya que
aumentan la capacidad antioxidante en suero (Cao, 1998; Velioglu,
1998; Kahkonen, 1999), lo que avala el creciente interés por el
consumo de alimentos ricos en estos compuestos (Hertog, 1995).

Desde un punto de vista bioquimico, los compuestos
fendlicos también tienen un especial interés debido a su potencial
anticarcinégeno, bien estimulando el bombeo de ciertos agentes
cancerigenos hacia el exterior de las células o bien mediante la
induccion de enzimas de detoxificacion (Mazza, 2000). En la
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bibliografia cientifica son multiples las referencias que demuestran
que los flavonoides tienen efectos citostaticos en varios sistemas
in vitro y que son capaces de regular ciertos procesos importantes
en el desarrollo del cancer. Los flavonoides tienen actividad
antipromotora, efecto antiinvasivo, e inhiben enzimas como la
tirosina proteinkinasa, la ornitin decarboxilasa ATP dependiente
y la DNA topoisomerasa. Numerosos trabajos de investigacion
demuestran que los isoflavonoides de la soja, especialmente la
genisteina, pueden tener efecto protector frente a diferentes tipos
de cancer (mama, colon y piel). Este hecho, se ha relacionado con
el efecto estrogénico de los isoflavonoides, mediante diferentes
mecanismos bioquimicos (Barnes, 1995).

Flavonoides y diabetes:

Hay una gran evidencia epidemioldgica de que las dietas ricas
en frutas y verduras puede 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 ascorbico y vitamina
E puede ofrecer algo de proteccion 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 (Davie, 1992; Sinclair, 1992).
Comenzaron a existir intereses en la utilizacion de sustancias
antioxidantes que no fuesen vitaminas tales como flavonoides y
polifenoles en la reduccion del efecto negativo del estrés oxidativo
y los radicales libres en pacientes diabéticos (Lean, 1999; Asgary,
2002).

Muchas plantas han sido tradicionalmente utilizadas en el
tratamiento de la diabetes. Los polifenoles contenidos en estas
plantas puede explicar parte de su actividad terapéutica (Marles,
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1995; Gray, 1997). Los polifenoles pueden afectar la glucemia a
través de diferentes mecanismos, incluyendo la inhibicién de la
absorcion de glucosa en el intestino o de su absorcion 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 o
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 se
observo también (Matsumoto, 1993). La inhibicion de glicosidasas
intestinales y transportador de glucosa por los polifenoles se ha
estudiado in vitro. (Welsch, 1989; Gee, 2000).

Los polifenoles no s6lo podrian inhibir la absorcién de glucosa
en el intestino delgado, sino que también podrian limitar su
reabsorcion en el rindn, como se ha demostrado para la florizina
(Dimitrakoudis, 1992).

Varios estudios in vitro en células cultivadas han demostrado
que los polifenoles pueden aumentar la captacién de glucosa por
los tejidos periféricos. El acido cafeico aumenta la captacion de
glucosa por los adipocitos y mioblastos de rata o ratén (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 hidrogeno 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
inhibicién de la gluconeogénesis (Arion, 1997; Liu, 2000; Waltner-
Law, 2002), estimulacién adronérgica de la captacion de glucosa
(Cheng, 2000) o la estimulacion de la liberacién de insulina
pancreatica por las céluas B (Ohno, 1993). La implicacién de estos
mecanismos es todavia hipotético. El acido p-hidroxibenzoico, que
muestra los efectos hipoglucemiantes en ratas diabéticas cuando
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se someten a una prueba de tolerancia a la glucosa, no tuvo efecto
sobre la insulinemia y el glucogeno hepatico (Peungvicha, 1998).
Por el contrario, algunos polifenoles podrian tener efectos opuestos
y provocar la disminucion de la captacion de glucosa en los tejidos
periféricos mediante la inhibicion del transportador de glucosa
GLUTA1, (Shisheva, 1992; Vera, 1996) .

En los seres humanos, la evidencia de los efectos de los
polifenoles sobre la glucemia o el riesgo de diabetes es aun muy
limitada. El consumo de 400 ml de café descafeinado no afecta
la glucemia o insulinemia cuando se ingiere con glucosa, pero
esto disminuyd la secrecidén de glucosa polipéptido insulinotrépico
dependiente y aumento la del péptido similar al glucagéon 1 de una
manera consistente con un retraso en la absorcién intestinal de
glucosa (Johnston, 2003). Los efectos del consumo de suplementos
de polifenoles también se evaluaron en pacientes diabéticos. No
tiene efecto sobre la glucemia en los pacientes con diabetes tipo
2, después de 2 meses de consumo de 50 mg/dia de suplemento
rojo anaranjado que contiene antocianinas, flavanonas y acidos
fendlicos (Bonina, 2002). En otro ensayo clinico, los pacientes
diabéticos tipo 1 en las dosis sugeridas mas grandes de diosmina
(1800 mg/dia) y hesperidina (200 mg/dia) en comprimidos para 3
meses. Aunque las dosis administrada por unidad de peso corporal
fueron similares a muchos de los estudios con animales que se han
descrito anteriormente, tal suplementacion no tuvo ningun efecto
sobre la glucemia, sino que redujo significativamente el nivel de
hemoglobina glicosilada (HbA1c) (Manuel y Keenoy, 1999). Los
polifenoles podrian, por lo tanto, limitar el riesgo de complicaciones
de la diabetes, como el final de glicacién avanzada (AGE) los
productos se sabe que generan estrés oxidativo. Este efecto sobre
los productos AGE podria explicar la reduccion del dafio renal por
curcuma observado en las ratas tratadas con estreptozotocina
(Suresh Babu, 1998).

La evidencia epidemiolégica es también muy limitada. El
consumo de café (rico en acido clorogénico) ha sido asociado con
un menor riesgo de diabetes tipo 2 (Van Dam, 2002). EI consumo
de café descafeinado (20 g/dia de solidos durate 14 dias, es decir,
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el equivalente a cerca de 10 tazas de café al dia) redujo la glucemia
en ayunas en voluntarios sanos (Naismith, 1970). El consumo de
400 ml de café descafeinado que contiene 25 g de glucosa en
voluntarios sanos redujo el nivel postprandial de glucosa-polipéptido
(GIP) insulinotropico dependiente y una mejora del péptido similar
al glucagon-1 (GLP-1), lo que sugiere que el acido clorogénico
disminuye la tasa de absorcion intestinal de glucosa (Johnston,
2003). El acido clorogénico podria, por lo tanto, contrarrestar los
conocidos efectos hiperglucemientes de la cafeina.

Flavonoides y neurodegeneracion:

Recientemente se propone que los flavonoides por sus efectos
benéficos podrian ser un tratamiento alternativo en las enfermedades
neurodegenerativas debido a que éstos son capaces de modular la
funcién neuronal y prevenir la neurodegeneracion. Ademas, el uso de
flavonoides ha mostrado mejorar los procesos cognitivos, posiblemente
mediante la proteccidn de neuronas vulnerables a la muerte, asi como
a la mejora de la funcion neuronal existente (Commenges, 2000;
David, 2008). Dada la relevancia que los flavonoides han adquirido
recientemente estos compuestos han sido incluidos en el tratamiento
contra la degeneracion neuronal presente en patologias como la
enfermedad de Alzheimer (EA) y la Enfermedad de Parkinson (EP).

Diversos estudios in vitro e in vivo dan muestra del potencial
de los flavonoides para proteger a las neuronas contra el dafo
provocado por diversas neurotoxinas. Su potencial neuroprotector se
ha mostrado sobre dos mecanismos importantes: el estrés oxidativo
y la neuroinflamacion (Youdim, 2001) a través de modelos de muerte
neuronal, por ejemplo el modelo con el péptido p-amiloide, el cual
juega un papel importante en el desarrollo de la EA. También existen
evidencias de que los flavonoides son capaces de mantener la
integridad y funcionalidad de la sustancia negra compacta (SNpc)
y del nucleo estriado de roedores tratados con 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), una neurotoxina empleada para generar un modelo de EP.
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Por lo anterior, los flavonoides pueden ser empleados como agentes
neuroprotectores en patologias como la EA y la EP, entre otras
enfermedades degenerativas (Luo, 2002). Es importante destacar que
los mecanismos de neuroprotecciéon de los flavonoides se deben en
particular a su capacidad de interactuar con la sefalizacion neuronal
y su potencial para inhibir los procesos inflamatorios en el cerebro
(Chen, 2005).

En nuestro trabajo elegimos los flavonoides:

1.EXTRACTO DE FRESNO (E. FRESNO):

El extracto de fresno proviene de la semilla acuosa en polvo
de la planta Fraxinus excelsior L., es una planta de la familia de las
Olanaceas, también conocida como fresno comun o fresno europeo.
El extracto esta caracterizado por diferentes tipos de componentes
incluyendo secoiridoides, glucésidos, cumarinas, flavonoides,
feniletanoides, benzoquinonas, derivados del indol y compuestos
fenolicos simples. Los ingredientes activos contenidos en el fraxipure
son los sercoiridoidies, nuzhenida y GI3.

Descripcién botanica y usos en la medicina herbal tradicional:

La planta Fraxinus excelsior 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). En Tafilalet, es
localmente conocido como “l’assanel ousfour” (Maghrani, 2004).
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, 2007). Tradicionalmente, las semillas
de Fraxinus excelsior se han consumido como frutos encurtidos y
como condimentos en la Union Europea (Kunkel, 1984). Extractos
de las semillas y las hojas de Fraxinus excelsior también han sido
usadas en la medicina popular en Marruecos por sus propiedades
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antidiabéticas (Eddouks, 2004; Eddouks 2007). Los extractos de las
semillas son caracterizados por diferentes clases de compuestos
incluyendo glucésidos secoiridoides, cumarinas, flavonoides,
feniletanoides, benzoquinonas, derivados del indol y compuestos
fenolicos simples (Bai, 2010).

Farmacologia in vitro e in vivo:

El extracto de fresno se propone 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 inhibiciéon del
metabolismo de los lipidos a través del aumento de la modulacion
de la via de sefalizacion del PPARGaq, la cual esta involucrada en la
regulacion del metabolismo de lipidos y la homeostasis energética
(Bai, 2010). Se ha propuesto que el extracto de fresno posee un
efecto de disminucién de los niveles de glucosa en sangre en
individuos hiperglucémicos; el mecanismo de accion actualmente
se desconoce, pero puede estar implicado en la reabsorcion renal
de la glucosa (lIbarra, 2011). Segun el estudio de Eddouks (2005),
podemos observar que el extracto de 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).

Farmacologia clinica:

El efecto del extracto de fresno en la glucemia postprandial y
la secrecion de insulina se evalud en voluntarios humanos sanos
en un estudio aleatorizado, doble ciego, placebo-control, estudio
cruzado (Visen, 2009). El objetivo de esta prueba fue confirmar si el
extracto acuso de las semillas de F. excelsior reduciria la glucemia
postprandial en personas no diabéticas, individuos sanos tras la
ingesta de glucosa (50g). Los sujetos que participaron en el estudio

99



Efecto de flavonoides (extractos de fresno, spergularia y granada) sobre ratones diabéticos db/db

fueron 11 hombres y 5 mujeres no embarazadas con unas edades
que comprendian entre 20 y 55 afios con una media de niveles de
glucosa en ayuno de 4,4 £ 0,09 mmol/L y con un indice de masa
corporal (IMC) de 26 * 2,2 kg/m2. Los voluntarios ayunaron durante
10-12 horas antes de la ingesta de 1,000 mg de extracto de fresno,
que se administro en capsulas de 2,500 mg. Los participantes fueron
desafiados a continuacion con 50g de glucosa en soluciéon. Los
voluntarios mantuvieron su ingesta de carbohidratos habitual, el nivel
de actividad fisica y patrones de estilo de vida durante todo el curso
del estudio, y se les pidio evitar el ejercicio vigoroso el dia anterior y
la mafana de la administracion de la dosis. La glucosa en sangre y
los niveles séricos de insulina fueron medidos durante el estudio. Las
muestras de sangre mediante un pinchazo en el dedo se obtuvieron a
los -120, -90, -60, -45, -30, -15 y 0 minutos. Adicionales muestras de
sangre se obtuvieron a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después
del inicio de la bebida de glucosa. También se recogieron muestras
de sangre venosa a los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos para analizar la
insulina. Una disminucién no significativa en los niveles de glucosa
postprandial tras la ingesta de extracto de fresno se observo dentro
de 15 a 120 minutos comparado con el placebo. La diferencia en el
area media bajo la curva tiempo-concentracion para los niveles de
glucosa plasmatica fue significativamente diferente entre extracto
de fresno y el placebo (p=0,02). Un significante incremento (55,5
+ 4,6 mU/L; p=0,02) en la secrecidon de insulina fue inducido tras
el consumo de extracto de fresno a los 90 minutos comparado con
el placebo (43,5 £ 5,0 mU/L). No se observd ninguna diferencia
significativa en los valores de las medias de insulina del AUC entre
el extracto (6041 + 340,5 min-mU/L) y el grupo placebo (5996,3 +
594,58 min-mU/L). Los sujetos del estudio no reportaron efectos
adversos o reacciones. Los resultados del estudio sugieren que el
consumo agudo de extracto de fresno puede producir una ligera
reduccion en los niveles de glucosa en no diabéticos, individuos
sanos sin alterar significativamente la secrecién de insulina. Por lo
tanto, los niveles de insulina podrian reducirse en las personas con
un consumo cronico de extracto de fresno.
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2. EXTRACTO DE SPERGULARIA (E. SPERGULARIA):

Spergularia purpurea es una planta lisa, sin hojas o
pubescente que habita en suelos arenosos y que es originario
de Asia y Europa. Existe documentacién en la cual se habla de
la utilizacion de Spergularia purpurea en la medicina tradicional
marroqui; se prepara en extracto acuoso a partir de toda la planta
y se utiliza en el tratamiento de la enfermedad renal, hipotensién,
y la diabetes (Jouad, 2001a; Eddouks, 2002), y también se utiliza
tradicionalmente como antiséptico, diurético, el apoyo del sistema
nervioso y sedante.

Farmacologia in vivo e in vitro:

El extracto de spergularia purpurea se ha probado in vitro
en diversos ensayos, lo que permiti6 demostrar que activa
(respectivamente 22% y 16% de la actividad de fenofibrato, la droga
mas fuerte de referencia) al PPAR-a y PPAR-y (receptores nucleares
relacionados conelcontroldelalipidemia, colesterolemiayglucemia).
Ademas, se ha demostrado que la 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 extracto de spergularia mostraron un incremento
del 40% en la produccion de GLP-1, comparadas con las células
qgue no fueron expuestas al extracto de spergularia.

Los estudios in vivo demostraron que el extraco de spergularia,
administrada 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 ha inducido la diabetes después de 15 dias de
tratamiento (Jouad, 2000). Ademas, se ha encontrado una actividad
reductora de colesterol del extracto de spergularia purpurea en ratas
normales y en ratas con diabetes reciente (Jouad, 2003).

El glucagon como el péptido-1 (GLP-1) es una hormona
gastrointestinal, secretada principalmente después de las comidas,
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lo que aumenta la glucosa inducida por la secrecidén de insulina
e induce la saciedad (Rotella, 2005). GLP-1 también estimula la
utilizacion de glucosa por aumento de sensibilidad a la insulina
e inhibe la liberacién de glucagon, 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 extracto de 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), reduccién de colesterol
(Jouad, 2003), y la reduccion del peso corporal en ratas (Jouad,
2000). Por lo tanto, el extracto de spergularia es un buen candidato
para controlar los efectos negativos del sindrome metabdlico, tales
como la hiperglucemia y niveles altos de colesterol.

Ademas, en otro estudio se administraron de extracto de
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 extracto de
spergularia (Jouad, 2001b). Asimismo, los efectos antihipertensivos
y diuréticos de los flavonoides extraidos del extracto de spergularia
fueron estudiados ambos en  ratas normotensas (NTR) vy
espontaneamente hipertensas (SHR). La administracion oral diaria
de la mezcla de flavonoides (5 mg/kg durante una semana) mostro
una disminucion significativa de la presion arterial con el coeficiente
de variacion (A) de 20 en las ratas SHR y de 11 en las ratas NTR.
La presion arterial sistolica y diastdlica se redujo significativamente
y respectivamente con un 17y 24% en las ratas SHRy un 11y 16%
en las ratas NTR (Jouad, 2001c). También se observo un efecto
diurético adicional.

A pesar de que, hasta la fecha, no se han realizado estudios
clinicos sobre la ingesta de extracto de spergularia para conocer
con profundidad sus posibles propiedades para la salud, puede
contribuir a reducir la resistencia a la insulina y la hipertension,
haciendo del extracto de spergularia un fuerte candidato para la
prevencion del sindrome metabdlico.
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3. EXTRACTO DE GRANADA (E. GRANADA):

El extracto de granada se obtiene de la corteza de Punica
granatum (granada). Son ricos en polifenoles, especialmente
taninos, taninos elagicos, antocianinas, catequinas y acidos galico
y elagico. El extracto de granada tiene un largo historial de consumo
humano como tal, como jugo o anadido como componentes de
complementos alimenticios o dietéticos.

El acido 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 extracto de granada también contiene
en menor cantidad isémeros de acido linoleico incluyendo el acido
eleostearico (ESA) y acido catalpico (CAT) (Sassano, 2009). Los
fitosteroles (beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol) también
se encuentran en una alta concentracién en el extracto de granada
(4089-6205 mg /kg de extracto de granada) (Kaufman, 2007), todos
estos compuestos puede contribuir al espectro general de los
beneficios de salud observados.

Descripcion botanica:

Un atractivo arbusto o arbol pequero, de 6 6 10 metros de alto,
el arbol de la granada es muy ramificado, mas o menos espinoso
y con una vida muy larga, algunos especimenes en Versalles se
sabe que han sobrevivido a dos siglos. Tiene una fuerte tendencia
a arraigarse. Las hojas son perennes o caducas, opuestas o en
verticilos de 5 ¢ 6, de tallo corto, oblongo-lanceoladas, de 10,01
cm de largo, correoso. Las flores, vistosas, se encuentran en las
puntas de las ramas, solas o en racimos de hasta 5 flores. Son 3 cm
de ancho y se caracteriza por el espesor, caliz tubular, escarlata,
que tenia 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 numerosos estambres. Casi todo el afio,
pero coronado en la base por el caliz prominente, la fruta, 6,25-12,5
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cm de ancho, tiene una piel dura y correosa o cascara, en el fondo de
color amarillo mas o menos superpuestas con la luz o profunda rojo,
rosa o ricos. El interior esta separado por paredes membranosas
y el tejido blanco esponjoso (trapo) en compartimentos llenos de
bolsas transparentes llenas de tarta, sabroso, carnoso, pulpa jugosa,
roja, rosa o blanco (técnicamente el arilo). En cada saco, hay una
semilla de color blanco o rojo, angular, blando o duro. Las semillas
representan aproximadamente 52% del peso de la fruta entera.

Pomegranate y la medicina tradicional:

Antes de que sus propiedades medicinales fueran descritas el
extracto de granada era considerado sagrado por muchas de las
principales religiones del mundo. El extracto de 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. EI extracto de granada simboliza la
fertilidad, la abundanciay la prosperidad en Japén y el arte en China,
asi como entre los beduinos de Oriente Medio, la resurreccion y la
vida eterna en el arte cristiano. El extracto de granada pertenece
a los jardines celestiales del paraiso descrito en el Coran y sus
frutos decoran los pilares del templo del rey Salomén y los trajes
e insignias de los reyes judios y sacerdotes. La Asociacion Médica
Britanica y tres colegios reales comprenden la granada en sus
escudos de armas desde el siglo XVI (Langley, 2000). En la medicina
tradicional, el pericarpio del extracto de 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.
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Farmacologia in vitro e in vivo:

In vivo, los extractos y los fenoles del extracto de granada
han demostrado actividad antioxidante, el éxido nitrico protege
de la destruccion oxidativa y reduccion de estrés oxidativo de
los macrofagos (Gil, 2000; Ignarro, 2006; Li, 2006; Rozenberg,
2006; Aviram, 2008). Otros estudios demostraron que el extracto
de granada puede retardar la proliferacion de células de cancer
de préstata (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 del extracto 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).

Los estudios en animales se han centrado en el efecto de la
granada en la hipertension y la funcién arterial. En ratas Wistar
diabéticas, una administracién cronica del extracto de granada (100
mg/kg y 300 mg/kg; durante 4 semanas) redujo la presidén sanguinea
arterial media y revirtié los cambios bioquimicos inducidos por la
diabetes y Ang Il, probablemente por la inhibicion de la actividad
de ECA (Mohan, 2010). En ratas Zucker obesas, la suplementacion
con extracto de granada disminuyo significativamente la expresion
de marcadores de inflamacién vascular, trombospondina vy
citoquinas TGFbeta1 (p < 0,05) y el aumento de la expresion de la
NO sintasa endotelial. El nitrato del plasma y los niveles de nitrito
se incrementaron de manera significativa por los extractos de fruta
de la granada (p < 0,05). Este estudio concluy6 que los extractos
de la granada pueden ejercer efectos beneficiosos sobre la funcion
arterial en ratas Zucker obesas (de, 2007). Estudios realizados en
ratones ateroscleréticos que fueron alimentados con extractos de
granada o jugo a unos niveles de 200 ug de equivalente de acido
galico al dia durante 3 meses mostré una disminucién de tamano
de la lesion aterosclerotica sin efectos significativos en los niveles
séricos de colesterol, triglicéridos y glucosa. Ademas, el zumo de
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extracto de granada disminuye el colesterol sérico y la peroxidacion
lipidicay aumenta los niveles séricos de paraoxonasa en ratones. La
captacion de LDL se redujo en 27% en los macréfagos peritoneales
de ratones en comparacién con ratones tratados con placebo
(Aviram, 2008).

Farmacologia clinica:

Extractos de granada también han demostrado efectos
beneficiosos sobre las funciones cardiovasculares (Larrosa,
2010). Varios estudios de intervenciéon en humanos se llevaron
a cabo de forma segura utilizando zumo de extracto de 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).
Ademas, el jugo de extracto de granada (50 mi/dia) aumenté HDL
paraoxonasa-1 recombinante de unién a lipoproteinas de alta
densidad cuando se administra a 6 pacientes diabéticos durante un
mes (Fuhrman, 2010). Los extractos de granada han demostrado
potencial quimiopreventivo 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).

Seguridad y farmacocinética:

En los animales, el metabolismo y la farmacocinética de
ambos, el acido elagico (Smart, 1986; Teel, 1988; Whitley, 2003) y
punicalaginas fueron estudiados (Cerda, 2003a; Cerda, 2003b). Los
posibles efectos toxicos de un extracto de granada estandarizado
al 30% de punicalagina fueron investigados en ratas. La dosis oral
letal 50% (LD50) del extracto en ratas y ratones se encontré que
era mayor que 5 g de peso corporal / kg (Patel, 2008). Ademas,
la seguridad de la administracion oral repetida de un 6% de
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punicalagina que contiene la dieta también fue encontrado en ratas
Sprague-Dawley de 37 dias (Cerda, 2003a).

En los seres humanos, los estudios farmacocinéticos tras el
consumo agudo de 800 mg de extracto de granada indic6é que el
acido elagico fue altamente biodisponible, con una Cmax observada
de 32-33 ng/ml en Tmax de 1 hr, y se elimina rapidamente en
4 horas. Sin embargo, estas concentraciones pueden no ser
representativas de la concentracion de &cido elagico libre en
el plasma ya que se une fuertemente a las proteinas y pueden
proceder de hidrdlisis de punicalaginas (Seeram, 2004; Mertens-
Talcott, 2006). Los metabolitos plasmaticos urolitinas Ay B, hidroxilo
urolitina A, urolitina A-glucurénido (hasta 2 ng/g), y acido elagico
dimetil-glucurénido fueron identificados. La capacidad antioxidante
se aumentd con un efecto maximo de 32% después de 0,5 horas,
mientras que la generacién de especies reactivas de oxigeno no
se vio afectada (Mertens-Talcott, 2006). Metabolitos y parametros
farmacocinéticos similares se observaron cuando la administracion
de zumo de extracto de granada y extractos de frutas, pero se
observd un retraso en la Tmax, 2,58 + 0,42 h para el extracto de la
fruta (Seeram, 2008). Extractos de granada, zumo o componentes
principales fueron utilizados en al menos 15 intervenciones humanas
o estudios clinicos sin ningun acontecimiento adverso observado
(Larrosa, 2010).

Por lo tanto podemos decir que el extracto de granada
mostroé un perfil de seguridad favorable y puede ser eficaz en la
reduccion de los parametros inflamatorios, mejora de las funciones
cardiovasculares y como agente quimiopreventivo.
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OBJETIVOS

El objetivo general de nuestro trabajo consistid en estudiar los
efectos de diferentes compuestos polifendlicos (Extracto de fresno,
Extracto de spergularia y Extracto de granada) sobre un modelo
experimental de diabetes en ratones diabéticos LepR®®® a través de:

1) La evolucidon del peso corporal y el indice de conversion
alimenticio de los animales estudiados.

2) Los marcadores relacionados con la glucemia: glucosa
plasmatica, insulina, hemoglobina glicosilada, homar-ir y
parametros bioquimicos generales.

3) Estudiar, mediante histomorfometria, la morfologia de los
pancreas.

4) Deterioro cognitivorelacionado con ladiabetes: biomarcadores
y test de conducta.
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MATERIAL Y METODOS

I. MATERIAL

1. Animales de experimentacion:

Hemos utilizado 40 ratones hembras LepR®'®, procedentes del
Harlan Laboratorios S.L. (Barcelona, Espafia), de cinco semanas de
viday un peso medio al comienzo de los experimentos de 33+3g. Estos
animales poseen un gen alterado que 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. La mutacion db/db muestra muchas de las caracteristicas
de la DM 2 humana. Los ratones db/db son insensibles al suministro
de leptina exdégena. 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 (Chen,
1996; Sharma, 2003; Campfield, 1996; Like, 1972).

Figuras 12 y 13. Raton Lepr db/db.

Los animales fueron mantenidos en cajas de 480 x 270 x 200cm,
en rack ventilado y utilizados siguiendo las normas de la UE para la
proteccion de animales utilizados en experimentacion (86/609/CEE).
Cada ratén fue identificado mediante un cédigo de marcaje en las
orejas.
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Las condiciones ambientales se han mantenido de manera
constante (en el Servicio de Animales de Laboratorio del Servicio de
Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia) 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%.

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 experimentacién y otros
fines cientificos (R.D. 1201/2005).

116



MATERIAL Y METODOS

2. Aparatos

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

Balanza de precision: Scout Pro SPU402. Ohaus Corporation,
Pine Brook, NJ USA.

Glucémetro: “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.

Analizador de bioquimica: VetScan Practice, Laboratorio:
Abaxis, Darmstadt, Alemania.

Rotores: para la realizacion de las bioquimicas. VetScan,
Laboratorio: Abaxis, Darmstadt, Alemania.

Centrifugadora: Spectrafuge Mini, Laboratorio: Labnet
Internacional, Woodbridge, EEUU.

Kit de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA):
Zeleste Diagnostic, Laboratorio: Etyca Research, Barcelona.

Espectrofotometro para medir absorbancia a 450 nm:
Espectrofotometro Omega BMG, Laboratorio: LabTech,
Ortenberg, Alemania.

Rota-rod, Laboratorio: Ugo Basile, Comerio V.A., Italia.
Actimetro, Laboratorio: Panlba, Barcelona, Espafia.
Grip test, Laboratorio: Bioseb, Chaville, Francia.

Pole test, Laboratorio: Panlab, Barcelona, Espania.

Escaner: Leica SCN 400F . Leica, Microsystems, Wetzlar, Germany.
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3. Agentes

- 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 (E. granada): Punica granatum, Laboratorio
Naturex S. L, Avignon, Francia.

1) EXTRACTO DE FRESNO (E. FRESNO):

El extracto de fresno es un extracto de la semilla acuosa en polvo
de la planta Fraxinus excelsior L., es una planta de la familia de las
Olanaceas, también conocida como fresno comun o fresno europeo.
El extracto esta caracterizado por diferentes tipos de componentes
incluyendo secoiridoides, glucésidos, cumarinas, flavonoides,
feniletanoides, benzoquinonas, derivados del indol y compuestos
fenolicos simples. Los ingredientes activos contenidos en el fraxipure
son los sercoiridoidies, nuzhenida y GI3. Fraxipure fue notificado con
éxito como un ingrediente alimentario para su uso en complementos
dietéticos en la Unién Europea.

El extracto de fresno es un extracto acuoso natural producido
por las semillas de Fraxinus excelsior (o semillas de fresno europeo)
de Marruecos (planta: extractos de relacion entre 5:1 y 7:1). Es un
polvo de color entre beis y marrdn claro y con un sabor caracteristico.
El extracto de 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 14. Estructura quimica: GI3

Figura 15. Estructura quimica: Nuzheinide
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2) EXTRACTO DE GRANADA ( E. GRANADA).

Elextracto de granada esrico en polifenoles, especialmente taninos,
taninos elagicos, antocianinas, catequinas y acidos galico y elagico.
El extracto de granada tiene un largo historial de consumo humano
como tal, como jugo o anadido como componentes de complementos
alimenticios o dietéticos.

El extracto de granada se obtiene a partir de la corteza de Punica
granatum L. (planta: relacion extracto entre 5:1y 7:1). La extraccion del
disolvente contiene 70% de etanol / 30% de agua. Los polifenoles del
extracto de granada, en particular elagitaninos, taninos hidrolizables
que liberan acido elagico en el tracto gastrointestinal pueden estar
implicados en los beneficios cardiovasculares de los extractos de la
granada (Espin, 2007). Punicalaginas son elagitaninos especificos del
extracto de granada. El zumo del extracto de 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 (CAS No.:
65995-63-3), es Unica para la fruta de la 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.
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Content (%)
Total punicalagins content >5.0
Ellagic acid content >1.2
Polyphenols content > 50
Carbohydrates 86.5
Protein 2.8
Fat content 1.1
Moisture content 3.8
Fibers 4.2
Ashes 4.4

Tabla 1. Composicién quimica y nutricional para los extractos de granada.

3) EXTRACTO DE SPERGULARIA (E. SPERGULARIA):

Spergularia purpurea es una planta lisa, sin hojas o pubescente,
perteneciente a la familia Caryophyllaceae. Es originaria de Asia,
Europay Marruecos. Se encuentraen 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.
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Il. METODOS

Procedimiento experimental:

Los animales utilizados en nuestro estudio se repartieron en
cuatro grupos (n= 10): un grupo control (l) y tres grupos de tratamiento
(I, 0y V).

- Grupo |: 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 administro 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 ratén.
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DETERMINACION DEL PESO

Una vez ala semana se determind el peso de cada raton mediante
balanza equilibrada, se realizé la media de peso por grupo para valorar
la evolucion del peso en cada mes de tratamiento.

Determinacién de la ingesta

La ingesta de alimento se determind 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 trascurrida 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 calcul6 el indice
de conversién en funcién 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. Se puede hablar del indice de conversion acumulado (el mas
utilizado) o el que corresponda a un periodo determinado.

Indice de conversién= consumo pienso (g)/ peso (g)

Se calcula por grupo en funcién del incremento de peso del grupo
(gramos) al mes/ media de pienso ingerida (gramos) al mes.
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DETERMINACION DE PARAMETROS PLASMATICOS

Se obtuvieron determinaciones de sangre a la llegada del raton
con 5 semanas, alos 3, 4, 6 meses y al sacrificio del raton con 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 ratdon en la vena coccigea del pémulo del raton
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 utilizacién.

Determinacion de muestras plasmaticas por técnicas de ELISA:

Se determinaron mediante técnicas de ELISA (ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas) los siguientes parametros
plasmaticos: AGL, adiponectina, TNF-q, insulina y péptido B- amiloide.
Las etapas para la realizacién de los ELISA fueron las mismas para
todos, se describen a continuacion:

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

5) Adicion del anticuerpo secundario marcado con la enzima.

6) Union del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo.

7) Lavado del pocillo para eliminar el exceso de enzima no unida.
8) Adicion del substrato.

9) Union del substrato a la enzima.

10) Desarrollo del color.
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11) Lectura colorimétrica del producto final coloreado mediante lector
de placas, obteniendo los valores de absorbancia o densidad
Optica en espectofotometro a 450 nm de longitud de onda, y
determinando la concentracion mediante regresion lineal tras
multiplicar el resultado por el factor de dilucion.
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DETERMINACION DE PARAMETROS RELACIONADOS CON LA
GLUCEMIA

Determinacion de la 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 glucometro.

A partir del 4° mes los ratones presentaban una glucosa superior
a 600mg/dl y no podia ser detectada por glucometro por lo que se
realizé extraccidn sanguinea del pomulo y se obtuvo el suero tras la
centrifugacion de la sangre a 2500 rpm durante 15 minutos a 4°C al
4°, 6° y 8° mes. Para obtener unos valores dentro de los limites de
deteccidon se hizo una dilucion del suero 1:5. 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.

La glucosa diluida fue realizada en el laboratorio de analisis
clinicos veterinarios de la Universidad de Murcia (Profesor José
Joaquin Cerdén Madrigal)

HK
Glucosa + ATP —— » G-6-P + ADP

G-6-PDH
G-6-P + NADP+ —— 5 gluconato-6-P + NADPH + H+

Determinacion de la insulina plasmatica:

La determinaciéon de los niveles de insulina se estimaron en el
6° mes mediante Kit de ELISA para ratones Mouse Insulin (Zeleste
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Diagnostic) con un rango del analisis de 0,3 mU/L-15mU/L. La muestra
era diluida a 1:5, por lo que solo se necesitaba un volumen de 10 pl
por muestra.

Determinacion del parametro HOMAR-IR:

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 formula:

HOMA-IR = insulina (uU/ml) x glucosa (mag/dl))

405

Un indice HOMA mayor de 2 indicaria insulinorresistencia. Si una
persona tiene un indice HOMA mayor a 3, existe una muy elevada
posibilidad (> 90%) de tener resistencia a la insulina.

Determinacion de la hemoglobina glicosilada (HbA1c):

La hemoglobina glicosilada fue realizada en el laboratorio de
analisis clinicos veterinarios de la Universidad de Murcia (Profesor
José Joaquin Ceron Madrigal)

La determinacion de los niveles de HbA1c se estim6 en el 7°
mes. El examen directo de HbA1c es un ensayo enzimatico en el cual
muestras enteras de sangre a las cuales se les realiza un proceso de
lisis se someten a una digestion 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), producidaenla E. Coli. El
recombinante FVO especificamente corta el terminal N de las valinas
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y produce peroxido de hidrégeno. 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 HbA1c no se requiere una medida separada para la hemoglobina
total (Hb).
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DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS
GENERALES

A los tres, cinco meses y siete meses se obtuvieron muestras
de sangre en tubos de heparina de litio mediante puncién de la vena
mandibular.

Este estudio se realizé en el mismo dia de la extraccion de la
sangre. Una vez obtenida la muestra de sangre de cada ratoén se
procedio a colocar en un rotor, el cual se introdujo en el analizador de
bioquimica (VetScan). El volumen de sangre requerido para realizar
este analisis era de 100pl.

Los parametros medidos fueron: Albumina, Fosfatasa alcalina,
Alanina aminotransferasa, Amilasa, Bilirrubina total, Urea nitrégeno,
Calcio, Fésforo, Creatinina, Sodio enzimatico, Potasio enzimatico,
Proteina total y Globulina.

Determinacion de adiponectina plasmatica:

Para conocer el estado inflamatorio de los animales tratados
con flavonoides y como marcador del tejido adiposo se midié la
concentracion de adiponectina a la llegada del raton (5 semanas), en
el 3° mes y en el 6° mes. 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 ug/ml-100 ug/ml. La muestra era
diluida a 1:5, por lo que solo se necesitaba un volumen de 10 pl por
muestra y el resultado final se obtenia tras multiplicar el resultado por
el factor de dilucion. La reaccidén esquematizada es la siguiente:
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Determinacion de TNF-a plasmatico:

Los valores de TNF-a se determinaron en el suero del ratén en
el mes 0, 3 y 6 mediante Kit de ELISA para ratones Mouse Tumor
Necrosis Factor a ELISA kit (ETYCA SL. Barcelona) con un rango
del analisis de 2,5 pg/ml-50pg/ml. La muestra era diluida a 1:5, por lo
que solo se necesitaba un volumen de 10 ul por muestra. La reaccion
esquematizada se muestra a continuacion:
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DETERIORO COGNITIVO RELACIONADO CON LA DIABETES:
BIOMARCADORES Y TEST DE CONDUCTA

Determinacion de péptido B-amiloide plasmatico:

Para evaluar enfermedad neurodegenerativa se determind el
péptido 3-amiloide en el 6° mes mediante Kit de ELISA para ratones
Mouse Amyloid Beta Peptide (AR) ELISA kit (Zeleste Diagnostic) con
un rango del analisis de 1,8 pg/ml-200pg/ml. La muestra era diluida a
1:5, por lo que solo se necesitaba un volumen de 10 ul por muestra.

Determinacion de homocisteina:

La homocisteina fue realizada en el laboratorio de analisis clinicos
veterinarios de la Universidad de Murcia (Profesor José Joaquin Cerén
Madrigal)

La concentracién de homocisteina se determiné en plasmaenel 7°
mes mediante inmunoensayo competitivo. Se determina mediante Kit
de homocisteina IMMULITE, con un rango de analisis de 2-50 pymol/L.
La homocisteina de la muestra va a ser reducida a homocisteina
libre y posteriormente, sera 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 union
a los anticuerpos Anti-SAH unido a las particulas de poliestireno. En
presencia de SAH o no hay agregacion o sélo hay una agregaciéon
muy débil de particulas. En ausencia de SAH ocurre una agregaciéon
de particulas de poliestireno por medio de SAC conjugada. Cuanto
mas alto es el contenido de SAH en la mezcla de la reaccién, mas
pequena va a ser la sefial de luz dispersada.

Determinacion de test de conducta:

Los test de conducta han sido realizados en el laboratorio Nyce-
ciberned de la Universidad de Murcia (Profesora Maria Trinidad
Herrero Ezquerro).
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Para valorar si existia 0 uno algun tipo de degeneracion neuroldgica

se le realizaron a todos los animales los siguientes test:

1)

Rota-Rod: es una prueba utilizada para evaluar la coordinacion
sensorio-motora y de aprendizaje motor en modelos de roedores
de los trastornos del sistema nervioso central. Los sujetos se
colocan en una varilla giratoria, ya sea con rotacién constante o
una aceleracion determinada. La latencia a caer se registra. Los
sujetos caen por debajo de la varilla giratoria. En nuestro caso,
la prueba se realiza durante cuatro dias y se hacen tres ensayos
por dia dejando entre los mismos un tiempo de descanso de
15 minutos. Una vez colocados los ratones, se inicia la rotacion
incrementandose la velocidad de 4 rpm hasta 40 rpm en 5
minutos. Este es el tiempo maximo que los animales llegan a
estar realizando la prueba.

La técnica de Rota-Rod la describieron en 1957, Dunham y Miya
y ha demostrado gran valor en la investigacion sobre deteccion
de drogas que son potencialmente activa en la coordinacién
motora.

Se compone basicamente de cinco tambores de 3 cm de diametro,
adecuadamente mecanizados para proporcionar agarre. Seis
pestafias dividen los tambores, o que permite poner a cinco
ratones en la cinta de forma simultanea.
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Actimetro (Actividad Motora Espontanea): Consiste en hacer
registros automatizados durante 5 minutos del movimiento
espontaneo de cada animal en un campo abierto de dimensiones
de 60 x 40 cm. El roedor es colocado en el centro del campo
abierto. El sistema permite el registro de la exploracion tanto
en el plano horizontal (number of crossing) como en el vertical
(number of rearing), asi como también localizar el animal cerca
a las paredes (tiempo en la periferia) o en el centro (tiempo en el
centro). El dispositivo es un sistema creado por el CAID-SACE
de la Universidad de Murcia. Esta equipado de 32 fotocélulas,
16 localizadas en el eje X y otras 16 localizadas en el eje Y.
Su registro es por infra-rojos con longitud de onda de 950 nm.
Este tipo de sistema permite registros de actividad motora para
roedores de forma automatizada conectada al ordenador.

Grip test: se realiza para evaluar la fuerza de agarre. Los ratones
son colocados sobre una rejilla, inmediatamente se da la vuelta
a la caja 180 grados, dejando al animal boca abajo. Se mide el
tiempo que tarda en caer con un tiempo limite (latencia maxima)
de dos minutos. Se hacen 4 ensayos por animal y dia, durante 3
dias consecutivos. La altura de la rejilla una vez dada la vuelta a
la caja es de unos 50 centimetros para que el animal no se tire
espontaneamente por falta de miedo.

133



Efecto de flavonoides (extractos de fresno, spergularia y granada) sobre ratones diabéticos db/db

4)

Pole test: se realiza para evaluar la actividad locomotora del raton.
Este es colocado con la cabeza hacia arriba en la parte superior
de un poste de madera de 50 cm de alto y 1 cm de didametro. Los
ratones son entrenados durante dos dias registrando el tiempo
que tardan en dar la vuelta y el tiempo que tardan en bajar sin
caer. Se realizan cinco ensayos diarios y el tiempo por ensayo es
limitado a 60 segundos. El tercer dia se realiza el test y se toman
los valores medios de los cinco ensayos de ese mismo dia.
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MATERIAL Y METODOS

PROTOCOLO DE EUTANASIAY OBTENCION DE MUESTRAS

El experimento durd siete meses, tras los cuales los animales
fueron sacrificados mediante camara de CO2. Tras la eutanasia,
extrajimos a cada raton la maxima sangre posible, que fue centrifugada
para separacion de suero y fue congelado en diferentes alicuotas a
-20°C hasta su utilizacién. Posteriormente, se procedid a la necropsia
con la extraccion de los siguientes 6rganos: ojos, corazon, rifones,
higado, pancreas.

Todos los 6rganos fueron fijados en formol neutro tamponado al
10% al menos durante 48 horas, incluidos en parafina, cortados a 4
pMm de espesor y tefiidos con Hematoxilina y eosina segun el método
habitual de la Catedra de Anatomia Patoldégica de la Universidad de
Murcia. Las muestras de rindn fueron también tefiidas con la tincién
de PAS ( acido peryddico de Schiff).
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ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL PANCREAS

Para evidenciar el porcentaje de islotes pancreaticos, realizamos
7 secciones histolégicas seriadas de cada bloque devastando 20 pym
entre una y otra, que fueron tefidas con Hematoxilina-eosina .

El porcentaje de islotes pancreaticos se calcula estimando el area
de islotes pancreaticos referida a la seccién completa multiplicado por
100.

Los 7 portas correspondientes a cada individuo se escanearon
utilizando el equipo Leica SCN 400F (Leica, Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Este equipo escanea portas microscopicos a alta
resolucién, obteniendo imagenes a una magnificacion maxima de
800x. Las imagenes se visualizaron utilizando la aplicacion web
Digital Image Hub (Slidepath, Leica microsystem, Wetzlar, Alemania).
Esta aplicacién nos permite acceder en remoto a las imagenes de alta
resolucion y obtener capturas de las areas de interés.

Una vez obtenidas las imagenes a alta resolucion obtuvimos dos
tipos de capturas, poruna parte la seccion completa a una magnificacion
de 10x y otra de los islotes a una magnificacion de 200x.

Las imagenes obtenidas a una magnificacion de 10x se analizaron
con el programa de analisis de imagen de libre distribucion ImageJ
(rsbweb.nih.gov/ij).

EL protocolo se describe a continuacion:

1. Primero se realizé un calibrado para determinar la equivalencia
entre los pixeles de laimagen y las micras.

2. Posteriormente, las imagenes RGB se transforman a imagenes
de 8Bits,

3. Las imagenes de 8Bits se segmentan automaticamente por
niveles de gris para obtener una imagen binaria.

4. La imagen binaria es la imagen que usamos para calcular el
area en um?2.
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Este proceso se automatiz6 en una macro para asegurarnos
el calibrado de las imagenes y la constancia en los niveles de gris
utilizados.

Figura 17. Imagen RGB.

Figura 18. Imagen 8 Bits
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Figura 19. Imagen binaria

Lasimagenesa200xse utilizaron paraevaluarelareadelosislotes,
en este caso utilizando Imaged se realizdé un calibrado morfométrico
como el descrito anteriormente y los islotes se seleccionaron de forma
interactiva, esta seleccidon se midié y nos devolvié un area en um?2.

Figura 20. Programa para el recuento de islotes y célculo de las areas
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Una vez obtenidas las imagenes se calcularon las areas total y
de los islotes y obtuvimos los resultados finales. La formula que se
utilizo para obtener el porcentaje de los islotes fue la siguiente:

;(A.'s!utes! Aseccion/ X100

n.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software
SPSS® version 12.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA) para Windows, en el
cual hemos efectuado los siguientes procedimientos estadisticos:

En primer lugar, para el andlisis descriptivo de la distribucion
general de la muestra, asi como para el andlisis de cada una de las
variables (tanto en conjunto como para cada uno de los subgrupos),
se han calculado los parametros caracteristicos: media, desviacion
tipica y los valores maximos y minimos (rango).

En segundo lugar, se realizé el analisis de varianza de una via,
complementado con contrastes de igualdad de pares de medias, con
el método de la minima diferencia significativa y con la correccion de
Bonferroni.
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RESULTADOS

I. VARIACIONES MORFOLOGICAS

Peso e indice de conversion:

Peso corporal:

GRUPO MES1 MES2 MES3 MES4 MES5 MES6 MES7

28,59+ 38,72+ 46,21+ 48,23+ 49,64+ 49,37+ 46,50 %

CONTROL 1,83 29 439 458 401 569 6,69

28,69+ 41,62+ 48,71+ 48,03+ 48,09+ 46,04+ 41,82%

E. FRESNO 2,00 220 454 652 7,98 9,06 863

28,90+ 41,05+ 44,44+ 41,62+ 41,41+ 40,60+ 37,18+

E.SPERGULARIA 11207 3957 585 634 634 673 640

32,78+ 46,95+ 49,81+ 4852+ 46,84+ 43,80+ 40,82

E.-GRANADA 1176 244 371 501 448 434 416

Tabla 2. Peso medio y desviacion tipica de todos los grupos tratados durante los 7
meses del experimento. Los valores estan expresados con media (n= 7-10).

Al comienzo del tratamiento los animales del grupo E. granada
presentaban un mayor peso corporal existiendo diferenciaciéon
significativa (p<0,05) (Figura 21 A).

Como podemos observar en la Figura 21 A, los animales a los que
se les administré E. fresno no presentaron diferencias significativas
frente al grupo control respecto a la evolucion del peso corporal.

Como podemos ver en la Figura 21 B los animales a los que
se les administré E. spergualria presentaron una disminucién en la
evolucion del peso corporal siendo significativa (p<0,05) a partir del
cuarto mes del experimento.

Como vemos en la Figura 21 C, los animales tratados con E.
granada también sufrieron una disminucion del peso corporal a
partir del quinto-sexto mes del experimento no habiendo diferencias
significativas.
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Figura 21. Evolucion del peso corporal de los animales del grupo control y de los
grupos tratados que recibieron tratamiento con E. fresno (A), E.spergularia (B) y E.
granada (C). 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).
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RESULTADOS

indice de conversion:

GRUPO INGESTA MEDIA (g/ratén/dia)

TIEMPO (meses) 1 2 3 4 5 6 7
CONTROL 5,37 5,47 5,33 564 48 4,19 4,18
E. FRESNO 7,05 7,44 7,56 6,63 7,39 682 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
CITROLIVE ORAL 533 5,28 5,19 504 5,09 5,52 5,53
CITROLIVE SUBCUTANEO 5,37 5,28 5,19 56 5,09 6,22 6,23

Tabla 3. 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).

El grupo tratado con E. fresno gané menos peso que el grupo
control a partir del cuarto mes (Figura 21 A). A pesar de comer mas
(Tabla 3), engordaron proporcionalmente menos, esto se ve reflejado
en el menor indice de conversion alimenticio en el grupo de E. fresno
(p<0,05), (Figura 22 A).

Los animales tratados con E.spergularia ganaron menos peso
que 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 3).
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 22 B).

Se observo cémo el grupo tratado con E. granada presenté un
peso significativamente superior al principio del experimento (Figura
21 C), pero a partir del cuarto mes, los animales ganaron menos peso
que el grupo control, presentando una hiperfagia significativamente
mayor como se ve en la tabla 3, 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 22 C).
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Figura 22. indice de conversion alimenticio del grupo E. fresno (A), E.spergularia (B)
y E. granada (C). Los valores estan expresados como media aritmética (n = 7-10).
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RESULTADOS

PARAMETROS BIOQUiIMICOS RELACIONADOS CON LA
GLUCEMIA

Glucosa:

GRUPO MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6 MES 7

252,20 409,10+ 448,00+ 501,40+ 660,70+ 695,70+ 791,25+

CONTROL +50.48 108,58 155,00 11132 24957 19616 140,44

301,70+ 455,10+ 544,20+ 576,30+ 797,83+ 726,31+ 506,00+

E. FRESNO 60,68 101,96 49,86 57,68 168,23 119,58 82,97

349,10+ 542,20+ 580,80+ 590,50+ 934,22 + 1001,50 + 689,56 *

E.SPERGULARIA 001 6483 33,07 2900 14959 210,44  162.44

399,80+ 512,50+ 567,30+ 594,33+ 796,43+ 908,43+ 616,25+

E. GRANADA 55,75 60,38 32,39 14,14 138,99 65,84 92,20

Tabla 4. Media y desviacion tipica del nos niveles de glucemia de todos los grupos
durante los 7 meses de duracion del experimento. Los valores estan expresados
con media (n=7-10).

Como podemos ver el la Figura 23 A, tanto el grupo control como
el grupo tratado con E. fresno al comienzo del experimento y hasta el
mes cuatro sufren un aumento lineal de los niveles de glucemia, sin
existir ninguna diferencia significativa. A partir del quinto mes vemos
que hay una mayor diferencia entre los niveles de glucemia entre
ambos grupos, siendo mayores los niveles de glucemia del grupo
control frente al grupo E. fresno, con diferencia significativa en el sexto
mes (p<0,05).

Los animales tratados con E. spergularia desde el comienzo del
experimento han obtenido valores superiores de los niveles de glucemia
frente a los animales del grupo control, por lo que aun existiendo
diferencias significativas entre ambos grupos dichas diferencias son
favorables para el grupo control (Figura 23 B).

A lo largo del estudio tanto el grupo control como el grupo E.
granada muestran un aumento progresivo y lineal de los niveles de
glucemia, exceptuado en el sexto mes en el que se ve una disminucion
de los niveles de glucemia del grupo E. granada respecto al grupo
control (p<0,05) (Figura 23 C).
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Figura 23. Concentracién de glucosa capilar de los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (B). 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).
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RESULTADOS

Insulina:

GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO
CONTROL 5,60 0,82 0,23
E. FRESNO 4,39 1,50 0,53
E. SPERGULARIA 4,60 1,03 0,34
E. GRANADA 5,14 0,87 0,31

Tabla 5. Media y desviacion tipica de los niveles de insulina de todos los grupos en
el 7° mes del experimento. Los valores estan expresados con media (n= 7-10).

Todos los animales de los grupos tratados presentaron unos

niveles inferiores de insulina respecto a los animales del grupo control,

pero los unicos que presentan diferencias significativas respecto del
grupo control son los animales tratados con E. fresno (p<0,05) y los
animales tratados con E. spergularia (p<0,05) (Figura 24 Ay B).
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CONTROL E. FRESNO

CONTROL E. SPERGULARIA

CONTROL E. GRANADA

Figura 24. Concentracién plasmatica de insulina de los grupos E. fresno
(A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados
como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas
existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

HOMAR-IR:
GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO
CONTROL 9,55 1,33 0,54
E. FRESNO 5,36 2,53 0,90
E. SPERGULARIA 7,87 3,03 1,01
E. GRANADA 7,88 2,05 0,73

Tabla 6. Media, desviacion tipica y error tipico del parametro Homar-ir de
todos los grupos al finalizar el experimento. Los valores estan expresados
con media (n=7-10).

Todos los animales a los que se les habia administrado los
diferentes tratamiento han obtenido unos niveles inferiores a los
animales del grupo control, siendo los valores del grupo E. fresno
los que presentan diferencia significativa (p<0,05) (Figura 25 A),
respecto a los del grupo control.
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Figura 25. Concentracion plasmatica del parametro Homar-ir de los grupos
E. fresno (A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan
expresados como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan

letras distintas existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Hemoglobina glicosilada (HbAC1):

GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO
CONTROL 6,71 1,51 0,48
E. FRESNO 5,93 0,84 0,30
E. SPERGULARIA 8,09 1,17 0,39
E. GRANADA 7,35 0,71 0,25

Tabla 7. Media, desviacion tipica y error tipico de la hemoglobina glicosilada
de todos los grupos al finalizar el experimento. Los valores estan

expresados con media (n= 7-10).

El unico grupo de animales que obtiene unos niveles inferiores

de hemoglobian glicosilada es el grupo tratado con E. fresno, sin

existir una diferencia significativa (Figura 26 A).

En la Figura 26 B, podemos ver que existe diferencia

significativa en el grupo E. spergularia (p<0,05), siendo dicha
diferencia favorable para el grupo control.
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Figura 26. Medida de la Hemoglobina glicosilada en los grupos E. fresno
(A\), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados
como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas

existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

PARAMETROS BIOQUIMICOS GENERALES

TNF-ox (Factor de necrosis tumoral):

GRUPO MES 3 MES 5 MES 7

CONTROL 10,13 +1,96 14,60 £ 5,75 17,12 +7,96
E. FRESNO 10,36 +1,61 11,49 + 3,82 13,08 = 6,06
E. SPERGULARIA 10,50 +£ 1,43 11,09 £ 4,48 14,64 £ 5,36
E. GRANADA 12,02 £2,94 14,13 +7,70 10,38 £5,08

Tabla 8. Media y desviacion tipica del TNF-a del grupo control y de los
grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los valores estan

expresados con media (n= 7-10).

En los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF-&), no se
aprecia una deduccion en ningun grupo. Como podemos ver
el la Figura 27 Ay B tanto el grupo control como los animales
tratados con E. fresno y E. spergularia aumentan de forma lineal

los niveles plasmaticos de TNF-&, siendo mayor los valores
del grupo control que los de los grupos tratados al final del

experimento.

En la Figura 27 C podemos ver que los animales tratados con
E. granada presentan valores inferiores respecto al grupo control

a partir del quinto mes del experimento, siendo mucho menor los
niveles de TNF-a del grupo E. granada en el séptimo mes, asi
mismo dicha disminucién no presenta diferencia significativas.
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Figura 27. Niveles plasmaticos de factor de necrosis tumoral (TNF-a) de los
grupos E. fresno (A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan
expresados con media (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras
distintas existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Adiponectina:

GRUPO MES 3 MES 5 MES 7

CONTROL 10,50 +£2,90 9,15+2,84 10,68 + 1,82
E. FRESNO 10,20+ 2,71 9,44 +4,16 13,15+ 3,60
E. SPERGULARIA 10,61 + 3,00 9,60 + 3,30 14,76 £ 1,90
E. FRESNO 10,00 + 2,68 9,64 + 2,66 13,84+ 2,30

Tabla 9. Media y desviacion tipica de los niveles de adiponectina del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los

valores estan expresados con media (n= 7-10).

Tanto el grupo E. fresno como el grupo E. spergularia como el

grupo Pomegranate presentan niveles superiores de adiponectina

al final del experimento con respecto al grupo control, donde
el peso de los ratones es menor (Figuras 28 A, B y C). Dichas
diferencias son significativas tanto en el grupo E. spergularia y el
grupo e. granada (p<0,05).
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Figura 28. Niveles plasmaticos de adiponectina de los E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
+= DE (n=7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen
diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

AlbUmina:

ALBUMINA (2,99 + 0,659 g/dL)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 4,68 +0,15 4,68 + 0,32 4,66 + 0,39
E. FRESNO 4,73 0,21 4,59 0,30 4,73+0,28
E. SPERGULARIA 4,73+ 0,23 4,63 +0,25 4,76 + 0,21
E. GRANADA 3,93 +1,54 4,58 + 0,38 4,56 + 0,23

Tabla 10. Media y desviacion tipica de los niveles de albumina del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los
valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad para

la especie

Como podemos ver en la Figura 29 A, los niveles plasmaticos
de albumina del grupo E. fresno son mayores en el primer mes
y en el ultimo respecto al grupo control, no existiendo diferencia
significativa en ninguno de los resultados.

Los animales tratados con E. spergularia, al igual que los
tratados con E. fresno, tienen mayores niveles plasmaticos de
albumina en el primer y ultimo mes respecto al grupo control.
Dicha variacion en los niveles de albumina no posee diferencia
significativa (Figura 29 B).

Como podemos ver en la Figura 29 C, tanto los niveles de
albumina plasmatica del grupo control como los del grupo E.
granada se mantienen mas o menos constantes durante todo el
experimento, exceptuando en el primer mes donde los niveles
de albumina del grupo control son mayores que los del grupo E.
granada, siendo dicha diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 29. Niveles plasmaticos de albumina de los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
= DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen
diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Fosfatasa alcalina:

FOSFATASA ALCALINA (158 + 44,6 U/L)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 134,2 +29,07 100,10 + 38,52 91,75 + 29,49
E. FRESNO 165 + 20,51 95,57 + 16,30 101,13 + 17,75
E. SPERGULARIA | 158,33 34,03 95,56 + 12,51 94,44 + 14,40
E. GRANADA 95,33 +42,51 107,00 19,25 89,50 + 22,11

Tabla 11. Media y desviacion tipica de los niveles de fosfatasa alcalina del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento.
Los valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad

para la especia

Los niveles plasmaticos de fosfatasa alcalina de los animales
tratados con E. fresno no presentan diferencias significativas
respecto al grupo control. Si podemos ver en la Figura 30 Aque a
los tres meses de tratamiento los niveles de fosfatasa alcalina del
grupo tratado con E. fresno obtuvo valores superiores respecto
al grupo control. Esto mismo ocurre con los animales tratados
con E. spergularia (Figura 30 B).

Como podemos ver Figura 30 C, en el tercer mes de
tratamiento con E. granada los niveles de fosfatasa alcalina
plasmaticos fueron mayores para el grupo control, siendo esta
diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 30. Niveles plasmaticos de fosfatasa alcalina de los grupos E. fresno
(A\), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados
como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas
existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Alanina aminotransferasa:

ALANINA AMINOTRANSFERASA (407 + 110 U/L)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 123,80 + 36,50 131,30 +£ 40,01 107,00 + 36,32
E. FRESNO 119,75 + 40,22 124,43 +57,16 97,88 +47,48
E. SPERGULARIA 132,50 + 25,56 127,11 £ 85,53 97,89 +17,11
E. GRANADA 90,17 + 27,97 144,63 £ 67,91 101,63 + 40,29

Tabla 12. Media y desviacion tipica de los niveles de alanima
aminotransferasa del grupo control y de los grupos tratados durante los 7
meses del experimento. Los valores estédn expresados con media (n= 7-10).
*Rango de normalidad para la especie

Para los niveles plasmaticos de alanina aminotransferasa no
se apreciaron diferencias significativas entre el grupo control y
los animales tratados con los diferentes tratamientos.
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Figura 31. Niveles plasmaticos de alanina aminotransferasa de los grupos
E. fresno (A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan
expresados como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan
letras distintas existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Amilasa:

AMILASA (1949 + 1683 U/L)*

GRUPO
CONTROL

E. FRESNO

E. SPERGULARIA
E. GRANADA

MES 3
1134,00 + 129,24
1186,50 + 133,79
1119, 17 + 146,21
911,17 + 319,85

MES 5
1196,40 £ 173,44
1169,43 £ 212,23
1216,11 £ 149,58
1272,50 + 154,77

MES 7
1336,13 £ 115,97
1276,88 £ 161,56
1377,33 £ 94,36
1391,75+£ 170,30

Tabla 13. Media y desviacion tipica de los niveles de amilasa del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los
valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad para

la especie

No existen diferencias significativas entre el grupo control
y los grupos a los cuales se les ha administrado tratamiento
respecto a los niveles plasmaticos de amilasa. Unicamente se
aprecia diferencia significativa (p<0,05) en el tercer mes entre
el grupo control y los animales tratados con E. granada, siendo
mayor el nivel de amilasa plasmatica del grupo control (Figura

32 A).
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Figura 32. Niveles plasmaticos de amilasa de los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
+ DE (n=7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen

diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Urea nitrégeno:

UREA NITROGENO (22,7 + 4,99 mg/dL))*

GRUPO
CONTROL
E. FRESNO

E. GRANADA

E. SPERGULARIA

CITROLIVE ORAL
CITROLIVE SUBCUTANEO

MES 3
21,60+1,43
22,50+ 3,00
21,67 £2,07
18,67 +7,79
23,80+ 2,39
17,33 £2,40

MES 5
21,80 £3,26
23,14 £ 3,76
24,78 + 6,00
22,13+£4,91
15,33 +3,39
18,63 + 4,47

MES 7
19,25+ 2,82
18,75+ 3,69
20,22 + 4,09
18,25+ 3,20
19,00 + 2,90
20,20 £ 5,54

Tabla 14. Media y desviacion tipica de los niveles de urea nitrégeno del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento.
Los valores estan expresados con media (h= 7-10). *Rango de normalidad

para la especie.

No existen diferencias significativas paralos niveles plasmatico
de urea nitrogeno entre el grupo control y los animales a los que
se les administro los diferentes tratamientos.
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Figura 33. Niveles plasmaticos de urea nitrégeno de los grupos E. fresno
(A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados
como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas

existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Globulina:

GLOBULINA (18-82 g/L)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 1,88+0,30 1,92+0,26 2,24 +0,30
E. FRESNO 1,95+£0,25 2,13+0,21 2,14+0,39
E. SPERGULARIA 2,10+0,21 2,01+0,14 2,17+0,19
E. GRANADA 1,60 £ 0,81 1,84+0,19 2,23+0,29

Tabla 15. Media y desviacion tipica de los niveles de globulina del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los
valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad para

la especie.

Aunque podamos ver variaciones en los valores plasmaticos
de globulina entre el grupo control y los grupos a los que se les
administré tratamiento, no se aprecian diferencias significativas
en ningun caso.
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Figura 34. Niveles plasmaticos de globulina de los grupos E. fresno (A), E.
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diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Bilirrubina total:

BILIRRUBINA TOTAL (1,51 £ 0,953 md/dL)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 0,28 +0,04 0,26 + 0,05 0,25+0,11
E. FRESNO 0,28 £ 0,05 0,26 £ 0,05 0,39+0,04
E. SPERGULARIA | 0,25 + 0,05 0,30+0,00 0,37 +£0,05
E. GRANADA 0,30+0,00 0,31+0,06 0,35+0,05

Tabla 16. Media y desviacion tipica de los niveles de bilirrubina total del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento.
Los valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad

para la especie.

En la Figura 35 A vemos que tanto los niveles plasmaticos de
bilirrubina total del grupo control como los del grupo de animales
tratados con E. fresno tanto en el mes tres como en el cinco
presentan valores similares, en cambio en el séptimo mes se
produce un incremento significativo (p<0,05) de los niveles
plasmaticos de bilirrubina total del grupo tratado con E. fresno.

En el grupo tratado con E. spergularia pasa lo mismo que en
el anterior caso, existe alguna pequeia variacion en los niveles
plasmaticos de bilirrubina total frente al grupo control existiendo
unicamente diferencia significativa (p<0,05) en el séptimo mes
(Figura 35 B).

Los animales tratados con E. granada vemos que a lo largo
del experimento hay variaciones entre los niveles plasmaticos de
bilirrubina total frente al grupo control, apareciendo diferencias
significativas (p<0,05) en el séptimo mes del experimento,
siendo los valores del grupo E. granada mayores que los del
grupo control (Figuras 35 C).
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172



RESULTADOS

Proteina total:

PROTEINA TOTAL (4,51 + 1,75 g/dL)*
GRUPO MES 3 MES 5 MES 7
CONTROL 6,54 £0,38 6,61+0,29 6,91+0,38
E. FRESNO 6,68 £ 0,40 6,71+0,28 6,84 £ 0,30
E. SPERGULARIA 6,83 +0,31 6,63 £0,30 6,93+0,24
E. GRANADA 5,67 £2,00 6,38 +0,42 6,80+ 0,32

Tabla 17. Media y desviacion tipica de los niveles de proteina total del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los
valores estan expresados con media (n= 7-10). *Rango de normalidad para

la especie.

Respecto a los niveles plasmaticos de proteina total no
apreciamos diferencias significativas entre el grupo control y
los grupos a los cuales se les ha administrado los diferentes
tratamientos. Si podeos apreciar una diferencia significativa
(p<0,05) en el tercer mes, entre el grupo control y el grupo al que
se le administro E. granada, siendo mayor el nivel de proteina
total plasmatica del grupo de animales tratados con E. granada
frente al grupo control (Figura 36 C).
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Figura 36. Niveles plasmaticos de proteina total de los grupos E. fresno
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como media = DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas
existen diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

DETERIORO COGNITIVO RELACIONADO CON LA
DIABETES:

Test de conducta:

Rotarod:
GRUPO ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3 ENSAYO 4
63,54 + 119,29 103,71 91,81+
CONTROL 53,44 75,30 52,34 27,73
21,77 = 41,87 £ 77,38 = 100,46
E. FRESNO 27,88 39,15 56,47 48,55
E. SPERGULARIA 68,85t 110,33 104,04 151,11+
34,41 41,17 41,14 37,55
25,08 £ 54,67 £ 81+ 120,92 ¢
E. GRANADA 25,54 32,08 37,20 29,37

Tabla 18. Media y desviacion tipica del tiempo en los ensayos del Rotarod del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los

valores estan expresados con media (n= 7-10).

EL grupo de animales a los que se les administro E. fresno
presentaron una evolucion durante el periodo de ensayo. Como
podemos ver en la Figura 37 A poco a poco aumentan su resistencia.

Al compararlo con el grupo control vemos que en los dos primeros
ensayos aparecen diferencias significativas (p<0,05) entre ambos
grupos, por lo que podriamos decir que el grupo control comienza
mejor el test de conducta que el grupo E. fresno, sin embargo al final
de los ensayos vemos que es el grupo E. fresno el que va mejorando
ensayo tras ensayo.

Como vemos en la Figura 37 B, el grupo tratado con E. spergularia
posee mayor respuesta frente al test realizado, existiendo diferencia
significativa (p<0,05) respecto al grupo control, siendo favorable para
el grupo E. spergularia.

Los animales tratados con E. granada comienzan pero los ensayos,
existiendo diferencia significativa (p<0,05) frente al grupo control, pero
al final del periodo del ensayo podemos ver que su resistencia es
mayor que la del grupo control sin apreciar diferencias significativas
entre ambos grupos (Figura 37 C).
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Figura 37. Resultados Test Rotarod para los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
+ DE (n=7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen
diferencias significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

Grip test:
GRUPO ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
CONTROL 19,06 + 25,55 15,50 + 13,45 17,14 +17,31
E. FRESNO 4,50 +1,86 12,86 + 12,56 24,81 + 25,83
E. SPERGULARIA 18,75+ 11,14 37,77 £ 24,55 59,69 + 39,32
E. GRANADA 3,91 + 3,09 10,75 + 8,68 15,09 + 14,25

Tabla 19. Media y desviacion tipica del tiempo de los ensayos del Grip test del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los
valores estan expresados con media (n= 7-10).

En la Figura 38 A vemos que el grupo E. fresno al comienzo
del ensayo presenta menos fuerza de agarre que el grupo control,
existiendo diferencia significativa (p<0,05) favorable para el grupo
control, sin embargo en el ultimo ensayo el grupo de animales tratados
con E. fresno presentan mayor fuerza de agarre que el grupo control,
no apreciandose diferencias significativas.

Como podemos ver en la Figura 38 B, los animales a los que se
les administro E. spergularia vemos que con forme se van realizando
los ensayos va aumentando la fuerza de agarre del animal frente a los
animales del grupo control, siendo esta diferencia significativamente
positiva para el grupo E. spergularia (p<0,05).

En la Figura 38 C vemos que los animales a los que se les
administro E. granada comienzan pero el ensayo, existiendo diferencia
significativa respecto al grupo control (p<0,05), pero poco apoco van
ganando fuerza de agarre llegando a igualarse a los animales del
grupo control.
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Figura 38. Resultados Grip test para los grupos E. fresno (A), E. spergularia
(B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media + DE (n=
7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen diferencias
significativas (p<0,05).
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RESULTADOS

A parte de estos test de conducta se intento realizar dos test mas,
el Pole test y el Actimetro, pero no se pudo obtener resultados debido
a que los animales son tan obsesos que tienden a no moverse mucho,
por lo tanto no se puede medir la actividad espontanea del ratén
(Actimetro) ni la coordinacion (Pole test).
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Biomarcadores:

Homocisteina:

GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO
CONTROL 4,39 0,84 0,34
E. FRESNO 2,92 0,43 0,16
E. SPERGULARIA 4,29 0,89 0,30
E. GRANADA 3,99 0,83 0,31

Tabla 20. Media y desviacion tipica de los niveles de homocisteina del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los

valores estan expresados con media (n= 7-10).

Los niveles de homocisteina fueron superiores en el grupo
control frente al grupo tratado con e. fresno, observandose
diferencias significativas (p<0,05) entre las concentraciones de
ambos grupos (Figura 39 A).

Tanto los animales del grupo E. spergularia como los del
grupo E. granada presentaron una disminucion en los niveles de
homocisteina frente al grupo control, no presentando diferencias
significativas entre dichos valores (Figura 39 By C).
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Figura 39. Niveles plasmaticos de homocisteina de los grupos E. fresno
(A), E. spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados
como media + DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas
existen diferencias significativas (p<0,05).

181



Efecto de flavonoides (extractos de fresno, spergularia y granada) sobre ratones diabéticos db/db

B-Amiloide:

GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO

CONTROL 41,81 12,99 4,91
E. FRESNO 37,88 10,98 3,88
E. SPERGULARIA 35,90 13,04 4,35
E. GRANADA 22,74 8,23 2,91
CITROLIVE ORAL 4,56 2,09 0,94
CITROLIVE SUBCUTANEO 19,28 4,12 1,37

Tabla 21. Media y desviacion tipica de los niveles de f-Amiloide del grupo
control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento. Los

valores estan expresados con media (n= 7-10).

Existen diferencias significativas (p<0,05) en los niveles
plasmaticos de p-Amiloide entre el grupo control y los grupos a
los cuales se les ha administrado E. granada, siendo mayor el
nivel plasmatico de p-Amiloide del grupo control frente al resto
de tratamientos. (Figura 40 A).
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Figura 40. Niveles plasmaticos de f-Amiloide de los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
+ DE (n=7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen

diferencias significativas (p<0,05).
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ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Los datos recogidos en la tabla 22 muestran el porcentaje de la
densidad promedio de los islotes pancreaticos presentes en el grupo
control y en los grupos de animales a los cuales se les ha administrado
tratamiento.

% AREA DE ISLOTES
GRUPO MEDIA DESVIACION TIPICA ERROR TIPICO
CONTROL 1,06 0,54 0,16
E. FRESNO 1,31 0,63 0,20
E. SPERGULARIA 0,57 0,27 0,09
E. GRANADA 0,69 0,24 0,09

Tabla 22. Media y desviacion tipica del porcentaje de area de islotes del
grupo control y de los grupos tratados durante los 7 meses del experimento.

Los valores estan expresados con media (n=7-10).

Unicamente podemos apreciar diferencias significativas
(p<0,05) entre el grupo control y el grupo E. spergularia siendo
favorable para el grupo control (Figura 41 B).
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Figura 41. Porcentaje de islotes pancreaticos de los grupos E. fresno (A), E.
spergularia (B) y E. granada (C). Los valores estan expresados como media
= DE (n= 7-10). Entre los valores que presentan letras distintas existen
diferencias significativas (p<0,05).
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En las figuras 42, 43,44 y 45 podemos ver la diferencia en cuanto a
la estructura de los islotes pancreaticos en los diferentes grupos.

En los cortes de los animales a los que se les ha administrado
tratamiento se observan contornos mas homogéneos, conservandose

la estructura del islote pancreatico.

100.00 pm

Figura 42. Grupo Control. Seccion histolégica H.E. aumento 10x

Figura 43. Grupo E. fraxipure. Seccion histolégica H.E. aumento 10x
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Figura 45. Grupo E. granada. Seccion histolégica H.E. aumento 10x
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DISCUSION

La OMS considera la diabetes como un problema de salud
publica. La Diabetes Mellitus es una enfermedad multisistémica,
ya que produce lesiones en casi todos los érganos al afectar a los
vasos sanguineos, sistema nervioso y en especial a los 0jos, rifiones,
corazon, extremidades, etc.

El incremento de su prevalencia en todo el mundo esta generando
una gran preocupacion clinica y socio-sanitaria. En 1955 existian 135
millones de pacientes diabéticos, y se calculan que pasen a alrededor
de 300 millones para el afio 2025, por lo que se estima un incremento
del 35% de la prevalencia. Esta es mayor en los paises desarrollados
que en los paises en vias de desarrollo y asi parece que va a continuar.
En los paises desarrollados es mas frecuente en la mujer y en el
grupo de edad de 45 a 64 afios, mientras que en los paises en vias de
desarrollo es casi igual en ambos sexos.

Todos estos datos, destacan la importancia que tienen los avances
en los estudios destinados a la busqueda de medidas terapéuticas,
enfocadas tanto a la prevencion como al tratamiento.

Existen descritos diversos modelos experimentales potencialmente
utiles para el estudio de los distintos aspectos de la DM 2 humana
(Arias-Diaz, 2007). La decision acerca del modelo a utilizar para un
experimento en particular es a menudo multifactorial. De modo ideal,
los experimentos deberian ser llevados a cabo en varios modelos
diferentes, aunque en la practica los grupos de investigacion tienden a
acumular experiencia con una cepa determinada. En cualquier caso,
es necesario comprender que, en general, un modelo animal a lo mas
que puede aspirar es a representar un aspecto o subtipo de DM 2
humana, y que, por tanto, hay que extremar las precauciones a la
hora de realizar cualquier tipo de extrapolacion a la clinica.

Los modelos experimentales de DM 2 son tan complejos y
heterogéneos como lo es la enfermedad en humanos. En el espectro
patogénico de la DM 2 se encuentra todo el rango de posibilidades,
predominando en algunos animales la resistencia a la insulina mientras
que, en el extremo opuesto, otros sufren sobre todo disfuncién de las
células . También pueden aportar informacion valiosa para la DM
2 humana aquellos modelos donde la intolerancia a la glucosa es
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parte de un fenotipo mas complejo, tal como el que incluye obesidad,
dislipemia e hipertension.

Es dificil por tanto hablar del modelo “ideal” a la hora de estudiar la
DM 2, pues solo interpretando los datos procedentes de los diversos
modelos es como mas probablemente surgiran avances significativos
de utilidad para la enfermedad humana.

La introduccion de las técnicas de biologia molecular dio lugar a la
aparicion de un gran numero de modelos animales utiles para el estudio
de la DM 2. Al modificar genes especificos, dichas técnicas permiten,
al menos tedricamente, generar modelos casi “a la carta”. Este tipo de
modelos se ha desarrollado especialmente en ratones debido a que
hay mas herramientas moleculares y tecnologias disponibles para
esta especie (Plum, 2005).

Los modelos generados mediante este tipo de herramientas
moleculares no se encuentran, sin embargo, exentos de limitaciones.
El simple hecho de aumentar o disminuir la expresion de un gen puede
inducir la alteracién de otros muchos por un mecanismo compensador.
Asi, cuando se elimina por completo el gen del sustrato 1 del receptor
de la insulina (IRS1) seria esperable que ocurrieran consecuencias
fisioldgicas mas importantes que las que se obtienen, dado el papel
central que posee dicha proteina en la sefalizacion intracelular
(Tamemoto, 1994). En este caso la redundancia en la cascada de
sefalizacion de la insulina es capaz de anular practicamente por
completo los efectos de la manipulacién genética.

Por el contrario, los knockout homocigotos para el gen del sustrato
2 del receptor de la insulina (IRS2) desarrollan diabetes alrededor del
dia 10 de vida, junto con resistencia hepatica a la insulina y reduccion
en la masa de células B pancreaticas (Withers, 1998).

Inicialmente, se realizé un estudio piloto sobre un modelo de DM
inducido quimicamente mediante la administracion de estreptozotozina
(STZ) en dosis simples de 1 mg/kg via intraperitoneal, intentando
simular el dafio ocasionado a nivel pancreatico. Para ello iniciamos
un estudio piloto con 3 grupos de animales (1 grupo control y 2
grupos tratados con compuestos fendlicos), sin embargo, dicho
experimento no mostré resultados valorables, principalmente por la
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gran heterogeneidad de los resultados, debido a que no todos los
ratones tratados con la STZ presentaron hiperglucemia y en los que
si la padecieron, ocurrio en distintos tiempos tras la administracion
del toxico, variando ademas enormemente las cifras de glucemia
entre los ratones (115, 466, 700 mg/dl), lo que redujo enormemente
el numero de ratones (n) por subgrupo e imposibilitando correlacionar
los resultados finales.

Esto, junto con las limitaciones en cuanto a la posibilidad de ampliar
los estudios relacionados con el sindrome metabdlico en este tipo de
modelo inducido por STZ, hizo que finalmente nos decidiéramos por
desarrollar el estudio con el modelo de ratéon LepR*® que comentamos
a continuacion.

En nuestro trabajo, la eleccion del modelo experimental estuvo
condicionada, ademas de los hechos anteriormente comentados, por
la necesidad del estudio multidisciplinar del que formaba parte este
trabajo, Proyecto SENIFOOD (CEN-20091006) ya que, no sélo se
pretendian analizar los efectos de los distintos extractos antioxidantes
a nivel de la patologia diabética, sino también porque interesaba
asimismo, valorar su influencia a nivel del sindrome metabdlico. Por
todo ello se considerd la eleccion de la cepa de ratones LepR/®
como un modelo apropiado para estudiar tanto la diabetes, como el
sindrome metabdlico en general.

La eleccion de este modelo espontaneo con una alteracion
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, mediante farmacos, hormonas, o manipulacién genética
(Arias-Diaz, 2007), lo que facilitd la planificacion y desarrollo del
estudio.

El modelo de DM 2 en ratones LepR%® corresponde a un
modelo de induccién espontaneo de diabetes, en el que el gen de la
diabetes se transmite de modo autosémico recesivo y codifica una
mutacion puntual en el gen del receptor de la leptina, dando lugar a un
déficit de sefalizacion de dicha hormona adipocitaria (Chen, 1996).
Este modelo espontaneo es utilizado en diversos estudios, como DM
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2 (Del Rey, 1989; Kim, 2006; Strowski, 2006), obesidad (Cao, 2003),
reparacion de tejidos (Rodgers, 2006), esteatosis (Brun, 2007), etc.

La mutacién db/db muestra muchas de las caracteristicas de la DM
2 humana (Sharma, 2003). La evolucion de estos ratones es bifasica,
mostrando primero hiperinsulinemia y después hipoinsulinemia. La
fase hiperinsulinémica aparece alrededor de los 10 dias de vida,
acusando ya una discreta elevacion de la glucemia alrededor del
mes, que se hace acusada hacia los 2 meses de edad. Alos 5 6 6
meses, el peso corporal comienza a descender en paralelo con una
degeneracion de las células B de los islotes pancreaticos (Like, 1972),
entrando en la fase hipoinsulinémica.

En nuestro estudio, al analizar los resultados relativos a las
variables morfologicas podemos observar como al inicio del estudio
todos los animales se comportaron segun correspondia a la media
inherente a la cepa, sexo y edad ofrecida por el Laboratorio de
referencia (The Jackson Laboratory, JAX), que nos suministro los
ratones. Esta descrito que este modelo, utilizado también en estudios
de obesidad, puede alcanzar en su pico maximo, valores de hasta 60
g, como consecuencia de la mutacion que afecta al gen de la leptina
(Arion, 2010).

El peso corporal del grupo control superaba al de todos los grupos
tratados, presentado diferencias estadisticamente significativas para
el grupo tratado con extracto de spergularia. Existen pruebas respecto
a que el extracto de spergularia origina disminucion del peso corporal
(Jouad, 2000; Jouad 2003). Este efecto ha sido relacionado, en parte,
con la capacidad de este extracto para secretar GLP-1 (Glucagon-like
peptide-1) (Jouad, 2000). EI GLP-1 es una hormona gastrointestinal,
secretada principalmente después de las comidas, lo que estimula
la utilizacién de glucosa por aumento de sensibilidad a la insulina;
e inhibe la liberacidn de glucagén, inhibiendo con ello la via de la
glucogénesis (Holst, 2008).

La utilizacion de los polifenoles, en concreto el extracto de
fresno, ha sido descrita en patologias como la obesidad (Ibarra, 2011),
por su accion en la inhibicidon de la diferenciacion de los adipocitos y
por la inhibicién del metabolismo de los lipidos a través del aumento
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de la modulacion de la via de senfalizacién del PPAR-a (Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha), la cual esta involucrada en la
homeostasis energética (Bai, 2010).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo con el extracto
de granada revelaron también una reduccion significativa en el peso
corporal de los animales del estudio, asi como un menor indice de
conversion alimenticio, coincidiendo estos resultados con diversos
estudios que han mostrado una supresion de la obesidad relacionada
conlainflamacion (Hontecillas, 2009), y una reduccion en el incremento
de peso en ratones tratados con extracto de granada (Vroegrijk,
2011).

Laobesidad es el factor etiologico mas directamente relacionado
con la aparicion de la DM 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). Por el contrario, la pérdida de peso aumenta
la sensibilidad a la insulina en los diabéticos (Girousse, 2013). Parece
que el mecanismo clave que relaciona la obesidad con la DM 2 es la
insulinorresistencia; otro hecho importante, es el tiempo de evolucién
de la obesidad que es un factor de riesgo independiente y ademas
constituye el factor modificable mas importante para la diabetes.

La probabilidad de disminuir o retrasar la progresién de DM 2
con un tratamiento efectivo de la obesidad ha llevado a la busqueda
de tratamientos eficaces a largo plazo, y es una de las razones que
justifican el estudio para encontrar productos que, contribuyendo a
mejorar la glucemia de forma directa, pueda favorecer a su vez la
disminucién del incremento del peso asociado a la DM 2. En patologia
humana, algunos pacientes con DM 2 pueden dejar de tomar
medicamentos después de una pérdida de peso intencional, aunque
la diabetes siga estando presente.

En nuestro estudio, la ingesta de los animales fue, en general,
superior en los animales tratados con polifenoles que en los controles.
Este hecho destaca la hiperfagia que caracteriza a 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,
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1985). Este aumento de la ingesta tiene su origen en el deterioro de la
accion de la leptina y, por lo tanto, uno de sus principales efectos, el
control de la ingesta se encuentra comprometido (Niswender, 2001).

Una ingesta superior en los animales tratados, principalmente
del extracto de spergularia y extracto de fresno, unida a un menor
incremento de peso en los grupos tratados respecto a los controles,
se traduce en un indice de conversion alimenticio negativo. El menor
indice de conversién podria interpretarse como un mayor gasto
energético por parte de los animales tratados, debido a una mayor
actividad fisica.

En cuanto al estudio bioquimico realizado mensualmente (albumina,
alanina aminotransferasa, BUN, bilirrubina y amilasa), los resultados
de los distintos parametros estudiados se encontraban dentro del
rango de referencia de normalidad sin diferencias significativas, lo
que indica el correcto funcionamiento de los distintos 6rganos (funcion
hepatica, renal, pancreatica). (Kaneko, 1997).

Por otra parte y con el objetivo de analizar los efectos potenciales
de los productos estudiados sobre los parametros relacionados con
la resistencia a la insulina, realizamos distintas determinaciones
(glucosa, hemoglobina glicosilada, insulina y parametro HOMA-IR).

En este sentido, muchos flavonoides han demostrado sus efectos
beneficiosos en la prevencidn de la diabetes, en parte gracias a
sus metabolitos fendlicos secundarios (Crozier, 2009); en nuestro
estudio los resultados mostraron una mejoria general en cuanto a
los diferentes parametros analizados para valorar la DM 2. Asi, los
niveles de glucemia fueron menores en general para los grupos
tratados, mostrando diferencias significativas ademas en el caso
del grupo que recibié extracto de 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%.

El hecho de que los otros grupos tratados no mostraran diferencias
significativas en cuanto a los niveles de glucemia, creemos que podria
estardirectamente relacionado conlas caracteristicas del modelo. Pues
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se trata de un modelo espontaneo de diabetes que presenta elevada
hiperglucemia (Valores hasta 1000 mg/dl) desde la 5° semana de vida,
y estamos valorando extractos naturales que, habiendo mostrado
efectos beneficiosos en otros modelos experimentales (Hamden
2009; Jemai, 2009; Ibarra, 2011), es posible que no sean capaces
por si solos de contrarrestar completamente los niveles plasmaticos
extremos de glucosa que presenta este modelo experimental de DM
2. Por ello seria recomendable plantear el estudio en otro modelo
alternativo, o asociar el estudio con la administracion concomitante
de farmacos antidiabéticos junto con este tipo de extractos naturales,
para valorar su posible efecto coadyuvante sobre la glucemia.

También debemos tener en cuenta que los niveles de glucosa
en sangre se suele alterar en situaciones de estrés, hecho que
puede producirse durante las manipulaciones de los animales para
las extracciones o determinaciones de la glucemia. Por ello, para
comprobar los valores promedios de glucemia de los ultimos meses,
determinamos los niveles de la hemoglobina glicosilada. Este
parametro es mas estable, es decir, no se ve influenciado por los
cambios bruscos que si pueden afectar a la glucemia determinada
puntualmente. En este aspecto los resultados obtenidos fueron
similares a los observados respecto la glucemia, correspondiendo los
valores mas bajos al grupo tratado con extracto de fresno, a pesar de
no existir diferencias significativas respecto al control.

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.

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 misma. Uno de los efectos mas importantes que
presentaron los grupos tratados con antioxidantes fue el descenso
de la concentracion plasmatica de insulina y del parametro HOMA-IR,
sugiriendo esto una mejora de la respuesta a la insulina.
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Existen numerosos trabajos donde se han estudiado otros
antioxidantes, algunos incluso 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 (Singh 2008; Venables, 2008) y a
su actividad antiinflamatoria, demostrada tanto in vitro como in vivo
en diferentes modelos experimentales de enfermedades inflamatorias
(Hollebeeck 2012; Karasu 2012).

En nuestro trabajo, estos dos parametros mostraron diferencias
significativas en cuanto a los resultados obtenidos en el grupo del
extracto fresno, donde se observaba una disminucion del 46 %
en los niveles del HOMA-IR respecto al control. Estos valores se
correspondian con una disminucion del 22% de los niveles de insulina,
lo que pone de manifiesto una menor resistencia a la insulina en los
animales que tomaron E. fresno. Dichos resultados se correlacionan
positivamente con los animales que presentaban menores niveles de
glucemia y de hemoglobina glicosilada.

En general, todos los grupos de los animales tratados con
polifenoles mostraron menores niveles de insulina y menores valores
de HOMA-IR que los del grupo control. Esto demostraria que, los
animales tratados con los productos propuestos, presentan menor
resistencia a la insulina que los controles.

Otro de los parametros considerados para evaluar el efecto de
los productos administrados sobre la resistencia a la insulina en
este modelo, fue la adiponectina. Los valores de adiponectina se
han correlacionado con un mayor o menor grado de resistencia a la
insulina en poblacién india americana y caucasica (Lindsay, 2002;
Spranger, 2003; Havel, 2004). Algunos estudios realizados con
diferentes poblaciones han revelado que las concentraciones bajas
de adiponectina pueden predecir de forma independiente el desarrollo
futuro de resistencia a la insulina y DM 2 (Lindsay, 2002; Snehalatha,
2003; Spranger, 2003).
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Aunque tradicionalmente se ha considerado al musculo esquelético
como el lugar principal de resistencia a insulina, actualmente esta
ampliamente aceptado que el sitio primario de ésta es en el tejido
adiposo (Sanchez-Recalde, 2001; Arner, 2003).

Igualmente, la concentracion de adiponectina en pacientes con
intolerancia a la glucosa, sobre todo en pacientes con DM 2 y diabetes
gestacional, es inferior a la de individuos normoglucémicos (Weyer,
2001; Hanley, 2003; Retnakaran, 2004). Stefan y colaboradores
(2003), encontraron una correlacién negativa entre la adiponectina
plasmatica y la producciéon enddégena de glucosa, lo que apoya un
papel de esta hormona en el metabolismo glucidico. Todo ello sugiere
un papel de la hipoadiponectinemia en la patogenia de la DM 2. La
concentracion plasmatica de adiponectina también es superior en
pacientes con diabetes tipo 1 en comparacion con los individuos no
diabéticos, pero el tratamiento con insulina no afecta a los valores de
adiponectina (Imagawa, 2002).

Los ratones con déficit de adiponectina presentan una mayor
resistencia a la insulina que los ratones de la cepa salvaje o los
heterocigotos para esta deficiencia (Maeda, 2002). En estos ratones,
la hiperglucemia y la resistencia a la insulina es reversible mediante
la administracion de adiponectina exdégena o la expresion de
adiponectina recombinante mediada por adenovirus (Maeda, 2002;
Beltowski, 2003).

El papel de la adiponectina en la reduccion de la resistencia
a la insulina se ha estudiado también en modelos animales con
lipodistrofia, asi como en pacientes con lipodistrofia de origen viral
(Comuzzie, 2001). Ambas se caracterizan no sélo por una disminucién
del peso corporal y resistencia a la insulina, sino por la aparicion de
hipoadiponectinemia. El tratamiento de la lipodistrofia en animales
con dosis fisiolégicas de adiponectina mejora significativamente la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia (Hotta, 2000). Algunos autores
también han sugerido que el tratamiento con adiponectina podria ser
util en pacientes con lipodistrofia viral (Comuzzie, 2001).

Aunque la hiperinsulinemia podria explicar las causas de
hipoadiponectinemia en pacientes o0 modelos animales con DM 2,
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parece poco probable que actue por si sola como mediadora directa,
ya que los valores de adiponectina también permanecen bajos durante
fases posteriores de la DM 2, cuando las concentraciones de insulina
son bajas (Chandran, 2003).

Probablemente es la accidén de la insulina o su ausencia, incluida
la transduccion de su sefal, el factor que regula los valores de
adiponectina, mas que las concentraciones absolutas de insulina
presentes en la sangre (Chandran, 2003). En favor de esta hipotesis
esta el hecho de que la secrecion de adiponectina requiera PI-3K, un
intermediario principal de la via de sefializacién de la insulina (Bogan,
1999). Asi, por ejemplo, la actividad del sustrato receptor estimulado
por la insulina (IRS- 1), que esta asociada a la via de sefalizacion PI-
3K, también esta reducida en adipocitos de individuos con diabetes
tipo 2 (Smith, 1999). Por lo tanto, es probable que la reduccién de la
actividad PI-3K en adipocitos de pacientes con DM 2 contribuya a los
valores reducidos de adiponectina (Arita, 1999).

En conjunto, estos datos sugieren que la adiponectina es requerida
para la regulaciéon de la sensibilidad a la insulina y la homeostasis de
la glucosa in vivo y, por tanto, podria ser util como agente terapéutico
de la resistencia a la insulina.

Esta relacion entre DM 2 y adiponectina ha sido igualmente
confirmada en distintos estudios genéticos. Mediante un analisis
gendémico se ha encontrado un locus que confiere susceptibilidad a
la DM 2, al sindrome metabdlico y a la enfermedad coronaria en el
cromosoma 3q27, justo donde se localiza el gen de la adiponectina
(Imagawa, 2002). Ademas, los individuos que presentan valores séricos
bajos de adiponectina debido a la extrafia mutacion [164T muestran
caracteristicas del sindrome metabdlico y enfermedad aterosclerdtica
(Hara, 2002; Matsuzawa, 2004). También hay un polimorfismo T—G
silencioso en el exdn 2, muy comun, que se ha asociado con variaciones
en las concentraciones plasmaticas de adiponectina (Stumvoll, 2002).
La presencia del alelo G se asocia con un aumento de peso y una
menor sensibilidad a la insulina, especialmente en individuos con
antecedentes familiares de diabetes.
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Sin embargo, dado que el polimorfismo no comporta cambios en
la secuencia de aminoacidos, se desconoce el mecanismo de esta
asociacion (Goldfine, 2003). También el polimorfismo 276 (G—T) en
el gen de la adiponectina se asocia con un mayor riesgo de padecer
diabetes tipo 2, aunque sélo en pacientes con la variante 12Ala de
PPARYy, mientras que el polimorfismo —4034 (C—C) se asocia con un
riesgo menor (Hu, 2004). Por tanto, los polimorfismos en el locus del
gen que codifica la adiponectina podrian ser responsables, al menos
parcialmente, de la patogenia de la resistencia a la insulina en algunos
individuos con diabetes (Chandran, 2003; Diez, 2003).

Por ultimo, también se ha sugerido que el nexo entre la DM 2y la
obesidad podria ser un incremento cronico de los acidos grasos libres
en el plasma. Las concentraciones plasmaticas elevadas de acidos
grasos libres contribuyen a la resistencia a la insulina en el higado y los
organos periféricos, ya que reducen la translocacion del transportador
de glucosa GLUT4, alteran la captacién de glucosa e inhiben el IRS-1
(Boden, 2002). Ademas, el incremento de los acidos grasos libres tiene
un efecto lipotdxico sobre el pancreas, probablemente por induccion
de la produccién de o6xido nitrico (NO), que estimula la apoptosis
celular (Boden, 2002; Arner, 2003).

Los resultados de nuestro estudio coinciden con los de otros
autores (Shabrova, 2011), donde la administracion de diferentes
extractos de polifenoles en la dieta consiguieron incrementar los
niveles plasmaticos de adiponectina.

En nuestro estudio el grupo de animales que recibié extracto de
spergularia fue el que presentdé mayores valores de adiponectina,
mostrando diferencias estadisticamente significativas respecto al
control. Estos resultados coinciden también con el hecho de que fue
el grupo con menor peso al final del estudio, como hemos comentado
anteriormente. Estos datos confirman otros estudios, donde también
se ha descrito la existencia de la relacion inversa existente entre el
porcentaje de grasa corporal y los niveles de adiponectina plasmatica
(Ouchi, 2003; Tesauro, 2012; McCourt, 2013).

El papel del TNF-a en la resistencia a la insulina en la obesidad
humana es controvertido. Estudios iniciales concluyeron que la
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expresion de TNF-a en el tejido adiposo esta aumentada en humanos
obesos, se normaliza con la pérdida de peso y se correlaciona
directamente con indicadores de resistencia a la insulina (Hotamisligil,
1995), de modo similar a lo descrito en roedores. Pero otros estudios
concluyen que en humanos la expresion adiposa de TNF-a no se
relaciona con indicadores de resistencia a la insulina y sélo esta
incrementada en la obesidad moérbida (Koistinen, 2000).

La administracién de anticuerpos anti-TNF-a no mejor6 la
sensibilidad a lainsulina en humanos con DM 2, aunque se ha sefialado
que esto puede deberse a una vida media corta de los anticuerpos
usados, 0 a la incapacidad de estos anticuerpos de adentrarse en
el tejido adiposo (Ryden, 2007). Los defensores de un papel del
TNF-a en la resistencia a la insulina en la obesidad humana también
destacan el hecho de que los farmacos antidiabéticos de la fa~milia de
las tiazolidinedionas inhiben la expresion del TNF-a y la sefalizacion
por TNF-a en el tejido adiposo, entre otros efectos (Ryden, 2007).

Se han encontrado diversas variantes del gen para el TNF-a
asociadas a la obesidad y la resistencia a la insulina en la obe—sidad,
en algunos estudios genéticos en humanos, pero no en todos en los
que se ha estudiado (Rosmond, 2003; Dahlman, 2007).

La patologia de la DM 2 se podria asociar en este sentido a un
proceso inflamatorio crénico, ya que existe un aumento de los niveles
circulantes de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 6
(IL6), y TNF-a y una concentracion plasmatica menor de adiponectina,
que presenta efectos protectores antinflamatorios. Las propiedades
de los flavonoides como antinflamatorios ha sido demostrada en
estudios previos (Benavente-Garcia, 2008, Dassprakash, 2012). Asi
una reduccion de la concentracion de TNF-a se traduciria en una
menor inflamacion y menor peso corporal (Kern, 1995b; Kern, 2001;
Hontecillas, 2009). EI consumo de polifenoles en un modelo animal,
ha demostrado en estudios previos capacidad de reducir los niveles
de TNF-a (Shanmugam, 2008).

Dada la importante contribucion del desequilibrio que existe en el
tejido adiposo de los ratones LepR®'®, en nuestro trabajo analizamos
los efectos de la administracién crénica de los diferentes polifenoles
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sobre la secrecion de la citoquina inflamatoria TNF-a en plasma. Al
séptimo me de tratamiento, la concentracién de TNF-a fue superior
en el grupo control respecto a los grupos tratados, lo que parece
demostrar que redujo el estado inflamatorio general de los animales
tratados con la consiguiente reduccion de peso.

La evoluciéon de la concentracion plasmatica de TNF-a a lo largo
del estudio mostré un aumento progresivo, tanto en el grupo control
como en los grupos tratados, excepto para el grupo de tratamiento con
extracto de granada que fue el unico que consiguié reducir los niveles
de TNF-a desde el principio del estudio hasta el final, presentando
una concentracion un 40% menor a los 7 meses respecto al grupo
control.

La actividad antiinflamatoria in vitro de extracto de granada ha
sido descrita recientemente (Dassprakash, 2012; Karasu, 2012).
Nuestros resultados coinciden con los de estudios previos con el uso
de E. granada donde se ha descrito una disminucion de la obesidad
asociada a la inflamacion (Hontecillas, 2009; Bekir, 2013). Hontecillas
y colaboradores (2009), demostraron que algunos de los efectos
beneficiosos de E. granada estaban mediados por la activacion de
PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor gamma). Otros
estudios han encontrado que E. granada inhibe el TNF-a inducido
por hiperactivacion de neutrofilos y protege de la inflamacion coldnica
experimental en ratas y humanos (Boussetta, 2009; Hollebeeck,
2012). Los acidos grasos conjugados tales como el acido 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 crénicas.

El acido linoleico ejerce sus acciones sensibilizantes a la insulina y
anti-inflamatorias a través un mecanismo dependiente de la activacion
de la proliferaciéon de PPAR-y (Moya-Camarena, 1999; Bassaganya-
Riera, 2004). Este acido se encuentra en el extracto de granada
(Sassano, 2009).

Analizandonuestrosresultados obtenidos eneste aspecto, podemos
proponer como mecanismo implicado en el estado inflamatorio, un
aumento de la expresion de iINOS (Oxido nitrico sintasa inducible) en
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detrimento de la isoforma constitutiva endotelial (eNOS), dafando la
produccion de NO vasodilatador 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 una mayor
pérdida de peso.

Por otra parte, los cambios conductuales observados en los
animales del grupo control durante el ultimo mes del experimento se
relacionaron con una posible alteracion a nivel neurolégico, relacionada
con la patologia diabética.

La literatura cientifica demuestra que en los estudios con animales
se refleja la influencia de la diabetes como factor de riesgo en el
deterioro cognitivo. En el estudio de Baydas y col. (2003), con ratas
diabéticas se observé que existian diferencias cognitivas (dificultades
en aprendizaje y memoria), estructurales y neuroldgicas (las NCAM de
diversas regiones cerebrales: el hipocampo, el cerebelo y el cortex),
entrelasratas diabéticasylasratas control. Enotro estudio, en este caso
el del equipo de Gispen y Biessels (2000), se observaron resultados
similares que implican cambios estructurales y neuropsicoldgicos
en la region del hipocampo. Los investigadores concluyen que la
patogénesis multifactorial de la diabetes en el encéfalo tiene todavia
numerosas lagunas, pero que se reconocen cambios metabdlicos y
vasculares relacionados con una hiperglucemia cronica.

En nuestro estudio, los test de conducta demostraron que los
animales a los que se les administré tratamiento presentaron una
mejor evolucion durante el periodo de ensayo respecto al grupo
control, a pesar de que en la valoracion inicial el grupo control presento
mejores resultados en algunos test. Estas diferencias y mejoras en
el desarrollo cognitivo podrian estar correlacionadas con una mejor
funcion cognitiva en los animales que tomaron los antioxidantes, ya
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que esta descrita la importancia de los antioxidantes en esta funcion
(Bhutada, 2010; Dulcich, 2013).

En un intento de corroborar esta teoria analizamos parametros
bioquimicos relacionados con la funcién cognitiva, como son la
homocisteina y el péptido B-amiloide.

Lahomocisteina, un aminoacido azufrado derivado del metabolismo
de la metionina, se ha descrito en diversos estudios como un factor
de riesgo de enfermedades cardiovasculares y accidentes vasculares
encefalicos cuando su concentracion en plasma es ligeramente
elevada (Blanco, 2003; Brattstrom, 2000).

Investigaciones recientes sugieren que niveles elevados de
homocisteina en plasma pueden contribuir a la disminucién de la
funcién neurocognitiva y al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer
(Seshadri, 2002; Quadri, 2004). Por ello se han llevado a cabo
estudios sobre modelos animales para analizar el beneficio del uso de
antioxidantes sobre los niveles de homocisteina. De este modo, y como
ocurre con los productos que hemos analizado, observamos que los
animales tratados mostraron unos niveles plasmaticos de homocisteina
inferiores a los animales del grupo control. Esta disminucién de la
concentracion de homocisteina, podria estar asociada a la reduccion
de los dafos sobre la funcion neurocognitiva (Newman, 2007).

La amiloidosis engloba un grupo de patologias clinicas
caracterizadas por el depdsito extracelular de proteinas de estructura
fibrilar en 6rganos y tejidos. Algunas formas de amiloidosis fueron
consideradas como un fendmeno inespecifico asociado al proceso de
envejecimiento. No obstante, el aumento de la longevidad y la mejor
definicion clinica de las enfermedades crénicas han demostrado
que el depdsito de amiloide puede ser especifico para determinadas
enfermedades, como son las placas de amiloide en el tejido nervioso
de la enfermedad de Alzehimer o el amiloide pancreatico en la DM 2.

La proteina amilina tiende a formar oligdmeros toxicos. Estos
oligbmeros de la misma manera ya descrita en la sinapsis cerebral,
pueden contribuir a la pérdida de las células beta en la DM 2 (Haataja,
2008).
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En nuestro estudio, a partirde los resultados obtenidos, los animales
tratados presentaron menores niveles de beta amiloide, siendo posible
relacionar estos niveles mas bajos con un menor riesgo de desarrollar
enfermedades neurodegenerativas, que suelen estar asociadas a la
diabetes.

Los factores de riesgo vascular (hipertension arterial no controlada,
diabetes mellitus, dislipidemias, hiperhomocisteinemia), aumentan el
riesgo de demencia. La neuropatdéloga Suzanne de la Monte (Steen,
2005), propuso el término de diabetes tipo 3. Examinando el tejido
cerebral de pacientes fallecidos con enfermedad de Alzheimer, postulo
que la enfermedad de Alzheimer podria ser una enfermedad neuro-
endocrina asociada con el proceso de sefalizacion por la insulina.

La denominaron diabetes tipo 3 por presentar elementos de la
diabetes tipo 1 y de la diabetes tipo 2, pues muestra disminucion en la
produccion de insulina y resistencia a la insulina. Encontraron un 80%
de reduccion en el numero de receptores a la insulina en los pacientes
de enfermedad de Alzheimer comparados con los normales. Ademas,
la capacidad de la insulina para ligarse a sus receptores también
estaba comprometida.

Como antecedentes de esta idea podemos citar el estudio de
Rotterdam publicado en 1999 por Ott y colaboradores sobre “Diabetes
mellitus y el riesgo de demencia”. Se estudiaron 6.370 pacientes
ancianos durante 2,1 afos, y 525 desarrollaron demencia; 89 de estos
fueron catalogados como enfermedad de Alzheimer. La presencia
de Diabetes mellitus doblaba el riesgo de presentar demencia y los
pacientes en tratamiento con insulina tenian un riesgo cuatro veces
mayor.

No sélo la diabetes sino también el aumento de peso y la obesidad,
asi como el estadio previo de la diabetes, es decir la resistencia a
la insulina, constituyen un factor predisponente a la enfermedad de
Alzheimer (Razay, 2007; Beydoun, 2008).

La insulina cruza la barrera hemato-encefalica y es producida
también en el cerebro. Los receptores a la insulina estan localizados
en la corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el hipocampo, el cerebelo
y el hipotalamo. Precisamente en las areas donde se procesan los
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conocimientos.

Por ultimo la diabetes provoca también complicaciones tardias
en distintos 6rganos, entre ellos dafios pancreaticos. Que se suelen
caracterizar por la disminucion del volumen o destruccion de los
islotes pancreaticos asi como por una disminuciéon del numero de
dichos islotes.

Muchos estudios han demostrado que estos extractos disminuyen
los niveles de glucemia, protegiendo con ello de las complicaciones
tardias que se pueden generar en érganos como el pancreas (Jouad,
2000; Hamden 2009; Jemai, 2009; Fuhrman, 2010; Ibarra, 2011). En
nuestro estudio, la histologia del pancreas de los animales tratados
con extracto de fresno, mostré un mayor porcentaje de islotes
pancreaticos, resultados que a nivel bioquimico se correlacionaron con
menores niveles de glucemia y hemoglobina glicosilada, sin embargo,
en los otros dos grupos tratados, el porcentaje de islotes pancreaticos
fue menor. Los altos niveles de glucemia que caracterizan al modelo
con el que hemos trabajado, o el grado de patologia diabética que
presentaban los animales en el momento en el que se aprecié la
mejoria en la glucemia pudo influir en estos resultados.

En la actualidad, no existe un unico tratamiento eficaz para todos
los enfermos diabéticos sobre el control de la glucemia. Ni tampoco
para regular el perfil inflamatorio alterado que conduzca a un descenso
en el desarrollo de complicaciones vasculares y neurologicas. Por tal
motivo, surge la necesidad de investigar nuevas fuentes potenciales
de sustancias que ayuden a regular el metabolismo de la glucosa
y el perfil inflamatorio, retrasando el desarrollo de complicaciones
vasculares sin deteriorar la funcion del pancreas.
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RESUMEN

La DM constituye un trastorno metabdlico caracterizado por
niveles elevados de glucosa en sangre o hiperglucemia, ocasionado
por defectos en la secrecion de insulina, la mala funcién de la misma
o mas frecuentemente de ambos, que suele asociarse con lesiones
secundarias en diversos organos, especialmente vasos sanguineos,
0jos, rifones, pancreas, sistema nervioso, etc.

En los ultimos afios, las sustancias polifendlicas han recibido una
gran atencién debido a su potencial para la prevencion de algunas
enfermedades cronicas muy prevalentes, gracias a su actividad
antioxidante de restriccion del estrés oxidativo.

El objetivo de nuestro trabajo experimental ha sido abordar el
estudio de la efectividad de tres productos antioxidantes: extractos
de fresno, spergularia y granada, en un modelo animal de DM tipo 2,
a través de la evolucion del peso corporal y el indice de conversion;
los marcadores relacionados con la glucemia; la histomorfometria
del pancreas y el deterioro cognitivo (biomarcadores y test de
conducta).

Para la realizacién del estudio, utilizamos 40 ratones LepR®
4 hembra, divididos en cuatro grupos (n=10), control y tres de
tratamiento con los extractos citados. A todos los grupos se les
efectuaron determinaciones sanguineas de glucosa y medida de los
pesos semanalmente durante todo el experimentoy alos 3,5y 7
meses se les realizd el estudio bioquimico. Al finalizar el estudio los
animales fueron sacrificados y se tomaron muestras de pancreas para
su posterior estudio histologico.

Los resultados mas relevantes consistieron en un menor
incremento de peso e indice de conversion a partir del tercer-cuarto
mes de los animales tratados. Asi mismo, los animales de los grupos
de tratamiento presentaron menor resistencia a la insulina, mostrando
el grupo E. fresno los niveles mas bajos de glucemia y hemoglobina
glicosilada. A nivel histologico este grupo también fue el que presento
mayor porcentaje de islotes pancreaticos. También el uso de los
polifenoles mejoroé la funcion cognitiva de los animales tanto a nivel
bioquimico como a nivel conductual.
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En conclusién, los polifenoles estudiados en este modelo de DM
tipo 2 mostraron una reduccion del peso corporal de los animales asi
como el indice de conversion alimenticio; una ligera reduccion en la
resistencia a lainsulina en todos los grupos tratados, que en el caso del
grupo tratado con E. fresno se asociaba también a una disminucién de
los niveles de glucemia y un mayor numero de islotes pancreaticos.

Todos los tratamientos evidenciaron una mejora en la funcion
cognitiva.
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CONCLUSIONES

1) Los agentes ensayados (Extractos de fresno, spergularia y
granada) demostraron un menor incremento de peso de los animales
a partir del tercer-cuarto mes. El indice de conversién alimenticio fue
menor en todos los grupos tratados.

2) Todos los grupos tratados con dichos agentes mostraron
menor resistencia a la insulina y el E. fresno redujo los niveles de
glucosa y hemoglobina glicosilada.

3) El estudio morfométrico evidencié un mayor porcentaje de
islotes pancreaticos en el grupo tratado con el E. de fresno.

4) La administracion de los polifenoles estudiados redujo el
deterioro cognitivo de los animales, tanto a nivel bioquimico como
conductual.
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