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1. RESUMEN

Este proyecto tiene como objetivos evaluar, en un mo-
delo experimental de sindrome metabdlico/diabetes melli-
tus tipo 2 (Zucker Diabetic Fatty rat, rata ZDF) el efecto de
la administracion de resveratrol en:

a) el peso, la ingesta, los parametros metabolicos (ni-
veles plasmaticos de glucosa, produccion de insu-
lina y perfil lipidico) y la distribucion de grasa cor-
poral;

b) las complicaciones cardiovasculares, gastrointesti-
nales y neuropatia sensoriomotora.

2. ESTUDIOS REALIZADOS

Mediante el presente proyecto, se han evaluado los si-
guientes grupos de animales:

— 2 grupos de ratas diabéticas (ZDF) tratadas con
resveratrol, para:

* estudio de distribucion de grasa corporal y de
complicaciones gastrointestinales (1 grupo)

» estudio de complicaciones cardiovasculares y
neuropatia sensoriomotora (1 grupo)

— 1 grupo de ratas ZDF tratadas con vehiculo de res-
veratrol, para el estudio de la distribucion de grasa
corporal y las complicaciones gastrointestinales.

Ademas, mediante financiaciéon complementaria, se ha
realizado la evaluacion de los siguientes grupos de anima-
les:

— 1 grupo de ratas no diabéticas (ratas lean) sin tra-

tamiento

— 1 grupo de ratas ZDF sin tratamiento

— 1 grupo de ratas ZDF tratadas con vehiculo de res-
veratrol, para el estudio de complicaciones cardio-
vasculares y neuropatia sensoriomotora.

El tratamiento con resveratrol (2.5 mg/kg/dia) o su ve-
hiculo (Cremophor al 2% en agua destilada) comenzo6 en
la semana 8 de vida y finalizd el dia anterior a realizar el
ultimo experimento (semana 20-21, segun corresponda).

En todos los animales se ha realizado un registro re-
gular de peso e ingesta. Las valoraciones de distribucion
de grasa, motilidad gastrointestinal, glucemia y perfil lipi-
dico se realizaron en la semana 7 y en la semana 17-19
de vida. Las valoraciones de neuropatia sensoriomotora se
realizaron en las semanas 7, 13y 17-19. Las valoraciones
de funcion cardiovascular se realizaron en la semana
19-23 (no invasivas, por imagen) o en la semana 20-21 de
vida (invasivas).

3. RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados (media + error
estandar de la media) obtenidos en cada objetivo. Salvo
que se especifique otra cosa, para simplificar, soélo se
muestran las diferencias estadisticamente significativas
(ANOVA de una o dos vias, seguido de test post-hoc de

Bonferroni, segun corresponda) de caracter relevante, uti-
lizando los siguientes simbolos:
— *, ¥, = . diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente) de
ZDF control (ZDF) vs. Lean
- $, 3%, $$3: diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente) de
ZDF tratados con vehiculo (veh.) vs. ZDF control
(ZDF)
— #, ##, ###: diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente) de
ZDF tratados con resveratrol (resv) vs. ZDF tratados
con vehiculo (veh).
N=5-7 animales por grupo experimental.

3.1. Objetivo 1: efecto de resveratrol en los
parametros metabolicos

3.1.1. Evolucion del peso

En la siguiente grafica se muestra la evolucion del peso
(desde antes de comenzar el tratamiento, hasta semana
19) para los animales diabéticos (ZDF, circulo negro) y sus
controles (Lean, circulo blanco) en ausencia de trata-
miento, y los animales ZDF tratados con resveratrol (resv,
circulo azul) o su vehiculo (veh, circulo rojo).

El peso de las ratas lean aumentd progresivamente
durante todo el estudio, llegando a ser el doble desde la
semana 7 a la 19. Frente a las ratas Lean, las ratas ZDF
mostraron mayor peso antes de comenzar el tratamiento,
y este peso aumentd hasta las semanas 10-11, en que se
alcanzd una meseta. El tratamiento cronico con vehiculo o
resveratrol no modifico significativamente los valores obte-
nidos en los animales ZDF (Figura 1).
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Figura 1. Variacion del peso.

3.1.2. Evolucion de laingesta

Los animales ZDF (circulo negro) presentaron desde el
principio del estudio unos valores de ingesta muy superio-
res a los de los animales lean (circulo blanco), llegando a
ser mas del doble aproximadamente desde la semana 12.
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El tratamiento con resveratrol (circulo rojo) o su vehiculo
(circulo azul) no produjo modificaciones significativas
frente a los animales ZDF sin tratamiento (Figura 2).
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Figura 2. Valores de ingesta.

3.1.3. Evolucion de la glucemia

En la siguiente grafica se muestran los valores de gluce-
mia (en ayunas) obtenidos en la semana 7 (antes del tra-
tamiento) y 19 de vida (tras 12 semanas de tratamiento)
en los diferentes grupos de animales. Los animales ZDF
(barra negra) mostraron hiperglucemia (vs. Lean: barra
blanca), que no se modificé significativamente por el tra-
tamiento con vehiculo (barra azul) o con resveratrol (barra

roja) (Figura 3).
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Figura 3. Glucemia en ayunas.

3.1.4. Evolucion del perfil lipidico

En cuanto al perfil lipidico, se han valorado los niveles en
ayunas de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL.
Como se observa en las graficas siguientes, en los anima-
les diabéticos (barra negra) se desarrolla hipertrigliceride-
mia e hipercolesterolemia (vs. Lean, barra blanca). Asi, en
la semana 7, antes de comenzar los tratamientos, ya se

observa hipertrigliceridemia, aunque los niveles de coles-
terol total son normales. En cambio, en la semana 19,
ambas alteraciones son claramente manifiestas. En cuanto
a los valores de HDL, estos son superiores a los encontra-
dos en los animales lean tanto en la semana 7 como en la
semana 19. El tratamiento con resveratrol o su vehiculo no
modificé significativamente ninguno de los parametros con
respecto a los animales diabéticos control (ZDF) (Figura 4).

TRIGLYCERIDES

*

600 -

*
500 ~ -
400 -
300 -
200 -
100 ~
0 .
7 19

COLESTEROL

TGC (mg/dl)

200 -

150 -
100
[
0 T
7 19

SEMANAS

Cholesterol (mg/dl)

HDL

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

0
7 19

SEMANAS

HDL (mg/dl)

Figura 4. Triglicéridos, colesterol y HDL.

3.1.5. Peroxidacion lipidica

Se valoraron los niveles plasmaticos de malonildialdehido
(MDA) en los diferentes grupos de animales. Como se
muestra a continuacion, los valores de MDA aumentaron
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en los animales ZDF en comparacion con sus controles
(Lean), pero el tratamiento con resveratrol no los normalizd
(Figura 5).
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Figura 5. Niveles plasmaticos de malonildialdehido.

3.1.6. Distribucion de la grasa corporal

La distribucion de la grasa corporal se realizé mediante un
estudio de resonancia magnética. En primer lugar, para
cada rata se adquirieron dos imagenes, cuyo contraste
permite distinguir la grasa del tejido muscular. En una de
ellas, se aplica un pulso de saturacion especifico para
grasa en la secuencia de adquisicion. La adquisicion de
la imagen con y sin saturacion de la grasa (la secuencia
permite eliminar la sefial procedente de la grasa) permite
obtener la imagen diferencia para mostrar el contenido de
grasas. Las siguientes figuras muestran un ejemplo de
como se han realizado estos estudios. La primera corres-
ponde a semana 7 en una rata ZDF (Figura 6).

Imagen sin saturacion grasa

Figura 6. Distribucion de la grasa corporal.

Imagen con saturacién grasa

La segunda corresponde a la semana 19-20, y mues-
tra la comparacion entre los distintos grupos de trata-
miento (Figura 7).

Aunque resulta dificil llevar a cabo una medicion cuan-
titativa del contenido de grasa en el cuerpo, en las image-
nes de la figura anterior se puede apreciar un incremento
en el contenido graso de las ratas ZDF con respecto a las
ratas lean, incremento que no parece verse modificado
por el tratamiento con resveratrol o su vehiculo.

En segundo lugar, se valoro la relacion lipidos totales/
agua, tanto en semana 7 (ratas ZDF, antes de recibir tra-
tamiento con vehiculo o resveratrol), como en semana 20
(todos los grupos de tratamiento). En la etapa basal (se-
mana 7), los animales que posteriormente recibirian trata-
miento con vehiculo o resveratrol no mostraron diferencias
significativas entre si, por lo que se consider6 que se par-
tia de las mismas condiciones en cuanto a este parametro.
Como se muestra en la siguiente figura, en ambos grupos,
la relacion lipidos totales/agua aumento significativamente
en semana 20 (Figura 8).

En la semana 19-20, se compararon también los lipi-
dos totales, asi como los lipidos en higado en los diferen-
tes grupos de animales (lean, ZDF, veh y resv).

Como se puede observar en las siguientes figuras, en
ambos casos, se aprecio una tendencia al aumento de los
lipidos totales en animales ZDF (con o sin tratamiento);
este aumento fue significativo en el caso de los lipidos del
higado en animales ZDF frente a animales control (lean)
(Figuras 9a y 9b).

Finalmente, tanto en la semana 7 como en la semana
20, se estudio el grado de saturacion lipidica, haciendo
distincion entre los acidos grasos saturados y los poliinsa-
turados. Al igual que en el caso anterior, en la semana 7,
previamente a comenzar el tratamiento, ambos grupos de
animales ZDF presentaron el mismo grado de saturacion
(FAs), 39.49% +0.07 (ZDF VEH) y 41.69% + 0.03 (ZDF
RESV), y de doble poliinsaturacion (FAd), 70.71% + 0.03
(ZDF VEH) y 71.98% + 0.08 (ZDF RESV).

Como se puede observar en la siguiente figura, en
comparacion con la semana 7, el grado de saturacion de

Imagen Diferencia
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Figura 7. Distribucion de grasa corporal.

1.507

Total lipids at week 7 and 20 *
=0.0596
1,29 P o
A «
2 100
1] * g .
/_H °
(2]
©
% 0,8 3
3 I e
2 06 °
g' ' ‘é =
g e
- o -
= 04 5 5 G 18
*
0,2 1
0 T T T ~
ZDF-veh (w7) ZDF-veh (w20) ZDF-resv (w7) ZDF-resv (w20)
Experimental group (& week of life) o0
Lean 20F ZDF + veh ZDF + resv
(t-student, con
correccn de Welch) grupo_rata

Figura 8. Relacion lipidos totales/grasa. Figura 9a. Lipidos totales.



8 | EL RESVERATROL, UN NUTRACEUTICO FUNDAMENTAL DE LA DIETA MEDITERRANEA, FRENTE AL SINDROME METABOLICO...

§

L

Ligidad sn kigada a iamana X
i
H
|

Lam I - ¥ e
Grup Nty

Figura 9b. Lipidos en higado.

la grasa encontrado en la semana 20 disminuyé en todos
los animales ZDF (veh y resv), alcanzandose diferencias
estadisticamente significativas en el caso de los animales
tratados con resveratrol (Figura 10).
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Figura 10. Fas.

En cambio, el grado de doble instauracién no se
modifico de manera significativa entre la semana 7 vy la
semana 20 en ninguno de los grupos de animales (Fi-
gura 11).
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Figura 11. Fad.

Por ultimo, en las siguientes graficas se puede obser-
var que en la semana 20 no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos
de animales en cuanto al grado de saturacion y de doble
instauracion (Figuras 12a y 12b).
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Figuras 12ay 12b. Fas y Fad en semana 20.

3.2. Objetivo 2: efecto de resveratrol en las
complicaciones de la diabetes tipo 2

3.2.1. Neuropatia sensorial

Como se observa en la grafica siguiente, frente a
sus controles (Lean, barra blanca), los animales diabé-
ticos (ZDF, barra negra) desarrollaron neuropatia diabé-
tica, caracterizada por la presencia de alodinia meca-
nica. En comparaciéon con los animales diabéticos
tratados con vehiculo (barra azul), en los tratados con
resveratrol (barra roja), se aprecié una reversion parcial
de los umbrales para la alodinia mecanica hacia los
valores encontrados en los animales no diabéticos
(Lean) (Figura 13).

Se ha valorado también la actividad locomotora es-
pontanea en un actimetro. Los animales diabéticos (ZDF)
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Figura 13. Alodinia mecanica.

presentaron una menor actividad locomotora espontanea
ya desde la semana 7. El tratamiento con resveratrol no
modifico significativamente este parametro (no lo mejoro,
pero tampoco lo empeoro) (Figura 14).
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Figura 14. Locomocién espontanea.

3.2.2. Complicaciones cardiovasculares
Se han realizado dos tipos de estudio:

— invasivo: medida directa de la presion arterial y la
frecuencia cardiaca en animal anestesiado; valora-
cion in vitro de funcionalidad vascular de aorta,
lecho mesentérico y corazon

— no invasivo: estudios por imagen (resonancia mag-
nética, PET, SPECT)

a) Estudio invasivo

El estudio invasivo se realizé en la semana 19-20, al
dia siguiente de la ultima administracion de resveratrol
(tras 12-14 semanas de tratamiento).

Como se observa en la siguiente figura, los animales
diabéticos presentan cifras de presion arterial y frecuencia
cardiaca mas bajas que sus controles lean. El tratamiento
con resveratrol no modificd dichos parametros en ratas
diabéticas (Figura 15).
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Figura 15. Complicaciones cardiovasculares.
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En cuanto a la funcionalidad vascular de la aorta,
como se observa a continuacion, las ratas ZDF presentan
una disminucion en la respuesta contractil a fenilefrina,
mientras que la respuesta relajante a carbacol esta au-
mentada, sin existir modificacion de la respuesta relajante
a nitroprusiato sédico (NPS). El tratamiento con resveratrol
no modificd ninguna de estas respuestas (Figura 16).

En cuanto a la funcionalidad vascular del lecho me-
sentérico, como se muestra a continuacion, no se obser-
varon diferencias entre los animales Lean y ZDF en la
respuesta contractil a fenilefrina o la relajante a carbacol o
a nitroprusiato, y tampoco el tratamiento con resveratrol o
su vehiculo modificd significativamente estos parametros
(Figura 17).

En corazon aislado se confirmo la disminucion de la
frecuencia cardiaca asociada al desarrollo de diabetes,
que ademas se acompafa de una aumento en la Presion
Desarrollada por el Ventriculo Izquierdo (LVDP) en compa-
racion con los no diabéticos (Lean). El tratamiento con
resveratrol o su vehiculo no modificoé significativamente
ninguno de estos parametros (Figura 18).
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b) Estudio no invasivo

En cuanto al estudio por imagen, en el proyecto se
contemplaba la posibilidad de realizar estudios de reso-
nancia magnética (RM) para valorar las complicaciones
cardiovasculares.

Los datos obtenidos mediante RM en relacion con la
fraccion de eyeccion (FE) en la etapa basal (semana 7) no
mostraron diferencias entre los animales diabéticos que
posteriormente recibirian vehiculo (ZDF VEH) y tratamiento
(ZDF RESV), siendo 49.77+13.17 y 54.03+15.06, respecti-
vamente. Sin embargo, los valores de desviacion estandar
eran bastante elevados debido a que la FE obtenida en
algunos animales resultaba anémala. Por ello, decidimos
realizar un estudio de “gating” cardiaco mediante la téc-
nica de PET con un trazador analogo a la glucosa (FDG).
Con esta técnica, los valores de volumen diastélico, volu-
men sistolico y FE en los animales que serian tratados con
vehiculo fueron de 0.28 + 0.03, 0.06 + 0.01 y 80.35 + 3.95
respectivamente. En el caso de los animales que recibirian
resveratrol fueron de 0.27 + 0.07, 0.05 + 0.02 y 81.24 +
5.50 respectivamente. Puesto que en ninguno de los dos
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Figura 16. Funcionalidad vascular de la aorta.
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Figura 17. Funcionalidad vascular del lecho mesentérico.

estudios se encontraron diferencias significativas, se con-
cluy6 que los animales se encontraban en el mismo punto
de partida y con valores de FE normales.

Durante la realizacion de los PET sincronizados con
ECG a semana 19 se observod que, debido al nivel de
glucosa en sangre que presentaban los animales ZDF, el
miocardio no era capaz de captar el analogo de glucosa
(FDG), este problema se solventa habitualmente con la
administracion de insulina (8 mU/g de peso corporal) y
glucosa (1 mg/g de peso corporal). En nuestro caso este
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Figura 18. Disminucion de frecuencia cardiaca asociada al desarro-
llo de la diabetes.
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abordaje no era posible, puesto que queriamos valorar el
consumo de glucosa en otros tejidos. Por este motivo se
optd por la realizacion, a semana 19, de estudios de
SPECT sincronizados con ECG. El protocolo de adquisi-
cion se resume en la figura 19.

108.5 MBq **mTc-

MIBT i.v. ECG-gated SPECT

Adquisicién de un
estudio dindmico

de 35 minutos 50 minutos

Figura 19. ESQUEMA DEL PROTOCOLO DE ADQUISICION. Primero
se realizd un estudio dinamico de unos 35 minutos tras lo cual se
adquirié un estudio de SPECT sincronizado con ECG.

Las imagenes fueron reconstruidas con los parame-
tros siguientes: tamafio de voxel 0.375 mm?, tipo de re-
construccion 3D-OSEM con una iteracion y post filtrado
FWHM de 0.5.

Los datos obtenidos en relacion a la fraccion de eyec-
cion (FE) no mostraron diferencias entre los cuatro grupos
de animales (LEAN, ZDF, ZDF-V y ZDF-R) en la ultima
etapa del tratamiento: 70.98 + 3.56, 72.55 + 3.346, 71.29
+ 3.57 y 67.56 £ 5.49, respectivamente. El estudio estadis-
tico mostré que estos valores no eran significativamente
diferentes. Por tanto, se puede concluir que la funcion
ventricular de los animales ZDF no se ve alterada espon-
taneamente por el hecho de padecer diabetes y que el
tratamiento con resveratrol o su vehiculo no maodifica este
parametro.

Puesto que las ratas ZDF presentan una importante
bradicardia, el hecho de que la fraccion de eyeccion (vo-
lumen minuto) no esté alterada, podria explicarse por un
aumento en la fuerza de contraccién, que, de hecho, es lo
que se encontro en el estudio invasivo cuyos resultados se
han mostrado anteriormente (LVDP mas grande pero igual
EDP).

3.2.3. Complicaciones gastrointestinales

La motilidad gastrointestinal se estudid6 mediante técnicas
radiograficas tras la administracion de un contraste de
bario. Cuando se realizé este estudio en los animales ZDF
(n=12) en la semana 7, antes de comenzar los tratamien-
tos, no se encontraron diferencias entre los animales a los
que posteriormente se daria el tratamiento con vehiculo y
aquellos que recibirian resveratrol, por lo que en la grafica
siguiente se muestran las curvas de motilidad obtenidas
para el conjunto de los animales, en las diferentes regiones
gastrointestinales: estomago, intestino delgado, ciego y re-
gion colorrectal. Estos resultados coincidian en gran me-
dida con nuestros datos previos obtenidos en animales no
diabéticos. En las imagenes se muestra un ejemplo repre-
sentativo de la distribucion del contraste de bario a lo largo
del tracto gastrointestinal, a las 0, 2, 4 y 8 horas tras su
administracion intragastrica (E=estémago; ID=intestino del-
gado; C=ciego; BF=bolos fecales) (Figura 20).

MOTILIDAD GASTROINTESTINAL
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I —O— Estomago —— Intestino delgado—0— Ciego —0— Colorrectol

Figura 20. Complicaciones gastrointestinales.

En las gréaficas siguientes se muestran las curvas de
motilidad obtenidas para el estomago, intestino delgado,
ciego y region colorrectal en los diferentes grupos de ani-
males, en semana 21, tras finalizar los distintos tratamien-
tos. Como se puede observar, frente a animales no diabé-
ticos, (lean, circulos blancos), en las ratas ZDF (circulos
negros) no se observaron diferencias significativas en las
curvas de motilidad para el esttmago, pero las obtenidas
para el intestino delgado, el ciego vy, sobre todo, para la
region colorrectal, estaban retrasadas. El tratamiento con
resveratrol (circulos rojos) o su vehiculo (circulos azules) no
produjo modificaciones de importancia en comparacion
con las ratas ZDF que no recibieron tratamiento (Figura 21).

4. CONCLUSIONES

El presente estudio se planted para evaluar la posibilidad
de que el tratamiento cronico con resveratrol fuera util para
prevenir el desarrollo de diabetes tipo 2 y sus complica-
ciones en un modelo experimental, genético, de esta pa-
tologia, la rata Zucker Diabetic Fatty (ZDF).

De todos los parametros evaluados, el resveratrol solo
consiguio bloguear parcialmente uno de ellos, el desarro-
llo de alodinia mecanica, que es un signo de neuropatia
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Figura 21. Curvas de motilidad para el estémago.

periférica sensorial. Por tanto, en principio, el resveratrol
administrado de manera cronica podria no ser un trata-
miento eficaz para prevenir el desarrollo de la diabetes
tipo 2 y sus complicaciones. De todos modos, el efecto de
prevencion de la neuropatia, aunque discreto, no esta
exento de interés, puesto que los dolores neuropaticos
son dificiles de tratar, y su prevencion es siempre desea-
ble. Se requeririan mas estudios para conocer el meca-
nismo de acciéon implicado.

Un segundo objetivo, no explicitamente planteado en
el proyecto, pero igualmente interesante, era caracterizar
mejor el modelo de rata ZDF, particularmente en lo refe-
rido a la distribucion y composicion de la grasa corporal
mediante técnicas de imagen. Estas técnicas, no invasi-
vas, nos han permitido observar modificaciones entre la
situacion basal (semana 7), antes del desarrollo de hiper-
glucemia y de la mayoria de las otras alteraciones carac-
teristicas de este modelo y en un momento temporal pos-
terior (semana 19-21), en que todas estas caracteristicas
estaban plenamente desarrolladas. Nuestros resultados
son los primeros en este campo, por lo que esperamos
tengan una buena acogida en la comunidad cientifica.

Finalmente, todos los demas parametros evaluados en
las ratas ZDF y lean presentaron valores semejantes a los
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Time (h)
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encontrados en la literatura o en estudios previos de nues-
tro laboratorio, lo que demuestra que se pueden hacer
estudios exhaustivos multidisciplinares utilizando este mo-
delo de ratas diabéticas.

Hasta la fecha, los resultados obtenidos durante la
realizacion del presente proyecto han dado lugar a la
preparacion de 4 comunicaciones que han sido acep-
tadas para su presentacion en el préximo Congreso
Internacional sobre Prediabetes y Sindrome Metabo-
lico, que se celebrara en Madrid del 6 al 9 de abril de
2011.

Estas comunicaciones son:

Resveratrol fails to modify the development of type
2 diabetes but modestly improves peripheral neuro-
pathy in the genetic Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rat
model. R. Abalo, V. Lopez-Miranda, M. L Soto, G. Vera, E.
Herradon, M. Benito, P. A. Cabezos, C. Gonzalez, A. E.
Lépez, M. Desco, M. |. Martin-Fontelles

A radiographic and electromyographic study of gas-
trointestinal motor function in a genetic model of type 2
diabetes, the Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rat. G. Vera, P.
A. Cabezos, A. E. Lopez, R. Gil, M. Martinez-Villaluenga,
M. L Soto, V. Lopez-Miranda, M. Desco, M. |. Martin-Fon-
telles, R. Abalo.
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Effect of chronic resveratrol administration on vas-
cular autonomic dysfunction in Zucker Diabetic Fatty
rats. E. Herradon, C. Gonzalez, G. Vera, P.A. Cabezos, M.
Soto-Montenegro, R. Abalo, V. Lopez-Miranda, M.l.Martin.

Cardiac disturbances in Zucker Diabetic Fatty rats:
effect of a chronic resveratrol treatment. V. Lopez-Mi-

randa, L. Cuss6, C. Gonzalez, ML Soto-Montenegro, E.
Herradon, G.Vera, P.A. Cabezos, M. Benito, C. Chavarrias,
M. Desco, R. Abalo, M.I.Martin.

Ademas, se estan elaborando los correspondientes
manuscritos.
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