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RESUMEN

El vanadio es un elemento traza ampliamente distribuido en la
naturaleza y esencial para algunas formas de vida pero su papel como
micronutriente, su esencialidad asi como su actividad biol6gica y farmacolégica
no se encuentran completamente establecidas. Este elemento participa en la
regulacion, transporte y metabolismo de la glucosa, asi como con el aumento
de la sensibilidad al receptor de la insulina. Debido a los niveles de vanadio en
el medio ambiente, por su amplio uso industrial, a su frecuente empleo como
suplemento por diferentes tipos de atletas (fundamentalmente culturistas) y al
creciente interés por sus efectos farmacologicos, el estudio del metabolismo del
vanadio es actualmente una importante area de investigacion. Aunque se han
realizado ensayos clinicos para algunos compuestos de vanadio, se
recomienda que el uso de los compuestos de vanadio debe estar controlado
hasta que se disponga de mas informacion sobre los efectos toxicos

observados de los tratamientos cronicos.

Como se ha mencionado muchos aspectos del metabolismo del
vanadio no se encuentran bien etablecidos, entre las que se encuentran las
interacciones digestivas y metabdlicas con otros elementos involucrados en la

produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Segun algunos autores, al favorecer la metabolizacién de la glucosa, el
vanadio reduciria la produccion de ROS y en consecuencia prevendria el dafio
oxidativo ocasionado por la hiperglicemia. Por otro lado, dado que el vanadio
altera el metabolismo de diversos elementos traza tales como el Mg, Fe, Cu, Zn
and Se, varios autores han asociado la accion del vanadio con efectos pro-
oxidantes. La presencia de estrés oxidativo se encuentra asociada con cambios
en la produccién de citokinas proinflamatorias y la presencia de tumores
pulmonares. En este contexto, otros autores han sugerido que el vanadio

puede actuar como inhibidor en diferentes formas de cancer.

Aungue existe cierto grado de informacion sobre interacciones entre el
vanadio, calcio y cinc; la informacién sobre posibles alteraciones en el

metabolismo del Ca y del Zn en ratas diabéticas tratadas con vanadio es muy



escasa. Ambos elementos estan muy relacionados con el estado antioxidante y
en el caso del Zn también con el metabolismo de la glucosa de modo similar

al vanadio.

De acuerdo con los comentarios anteriores, en el presente estudio nos
planteamos conocer si el tratamiento con vanadio a ratas diabéticas altera la

homeostasis del calcio y la del cinc.

Para la realizacion del estudio se seleccion6 el compuesto de vanadio
bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV). Se ha sugerido que dicho compuesto es
mas efectivo como hipoglucemiante, mejor tolerado y menos toxico en los
modelos animales que los compuestos inorganicos de vanadio. Ademas, es un

compuesto estable en soluciones acuosas.

El desarrollo del trabajo se ha realizado siguiendo el siguiente disefio

experimental:

Se estudiaron los cambios en la homeostasis del calcio y cinc
ocasionados por el tratamiento con BMOV a ratas a las que se les ha inducido
diabetes tipo 1 mediante tratamiento con estreptozotocina (STZ). Para este
estudio se utilizaron 4 grupos de 10 ratas. Un grupo control, un grupo de ratas
diabéticas, un grupo de ratas diabéticas tratadas con 6.22 mg de BMOV / dia
(suministraba 1 mg V / dia) y un grupo de ratas diabéticas tratadas con 18.66
mg de BMOV / dia (suministraba 3mg V/dia) durante 35 dias. La dosis
empleadas en el presente estudio (1mg V / dia =5 mg V/ kg de peso/d y 3 mg
V/d =15 mg V /kg de peso / d) son superiores a la dosis menor descrita que
causa efectos adversos en la rata (0.8 mg V / kg de peso / d) no obstante,
estas dosis son bajas en comparacion con las dosis utilizadas habitualmente en
otros estudios y mucho menores que la LD50 (dosis letal 50 (40-90 mgV/kg
peso/d).

En nuestro estudio se observo la presencia de desérdenes
gastrointestinales en algunos animales de los grupos tratados con vanadio.
Dichos animales fueron retirados del estudio. Estos desordenes
gastrointestinales también han sido observados en otros estudios

desarrollados en ratas sanas y diabéticas.



El estudio ha dado lugar a la siguiente publicacion:

Sanchez-Gonzalez C, Moreno L, Lopez-Chaves C,Nebot E, Pietschmann

P, Rodriguez-Nogales A, Galvez J, Montes-Bayon M, Sanz-Medeld A Llopis J.

Effect of vanadium on calcium homeostasis, osteopontin mMRNA expression, and

bone microarchitecture in diabetic rats. Metallomics, 2017, 9, 258

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con 6.22 mg

BMOV / dia (Img V / dia) a ratas diabéticas-STZ no tuvo ningun efecto
antidiabético y solo se observaron efectos menores sobre la homeostasis del
calcio y la microarquitectura del hueso, por lo que podemos decir que esta
dosis no corrigi6 las alteraciones en el metabolismo del calcio y hueso
ocasionadas por la diabetes. este fendbmeno se repitié para el cinc. Sin
embargo, el tratamiento con 18.66 mg BMOV / dia (3mg V / dia) indujo un
claro efecto antidiabético, normalizando la ingesta de alimentos y la glucemia
en ayunas. A la vez que retableci6 los cambios en la absorcion, retencion y
contenido tisular del calcio producidos por la diabetes. Ademas, los estudios de
microarquitectura 6sea permitieron concluir que la diabetes inducida por
estreptozotocina, produjo un empeoramiento del proceso de mineralizacion del
hueso que fue mejorado y restaurado tras el tratamiento con 18,66 mg de
bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia, proceso que se encontro favorecido por el

efecto inhibidor del vanadio sobre la expresion de la osteopontina.

En el caso del cinc se encontraron resultados semejantes. El tratamiento
a ratas diabéticas con 6,22 mg de bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia a no
corrigi6 las alteraciones en el metabolismo ocasionadas por la enfermedad.
Mientras que el tratamiento con 18,66 mg de bis(maltolato)oxovanadio (IV) /
dia normalizé las alteraciones en la absorcion y retencion del catién presentes
en las ratas diabéticas no tratadas y permitié restablecer los contenidos

tisulares de cinc alterados por la diabetes.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La diabetes Mellitus (DM) es un problema mundial de salud ya que,
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), actualmente se calcula que
mas de un 8,5% de la poblacion adulta padece diabetes habiéndose registrado
un aumento mas pronunciado en los paises con ingresos medios o bajos. La
DM comprende un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas
principalmente por hiperglucemia, ocasionada por una secrecion practicamente
nula de insulina, inadecuada o defectos en la absorcion de esta hormona o
ambos. En este sentido, un estado de hiperglucemia cronico se ha asociado
con dafio, disfuncion y fallo de diferentes 6érganos. La deficiente accién de la
insulina va acompafiada de alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas. Ademas de afectar a los mencionados procesos
metabdlicos, también estéd asociada con alteraciones de la defensa oxidativa y

el metabolismo de los elementos traza.

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en la naturaleza, presente
en los tejidos de mamiferos a concentraciones inferiores a 1uM, pero su papel
como micronutriente en el humano aun no se encuentra completamente
establecido. No obstante, se ha demostrado que el vanadio es un elemento
relacionado con las vias metabdlicas de la glucosa y de los lipidos. Tiene varios
estados de oxidacion desde el -1 hasta el +5, de los cuales la forma +4
(vanadilo) y +5 (vanadato) son las mas comunes. En el plasma se le encuentra
en ambos estados de oxidacién unido en un 90% a proteinas,
fundamentalmente transferrina. Este elemento se distribuye fundamentalmente

en hueso, rifidn e higado, siendo el hueso el principal depdsito.

En los ultimos afios el vanadio ha adquirido gran importancia
farmacoldgica debido a la actividad que ciertos complejos de dicho elemento
ejerce como hipoglucemiantes. Compuestos de vanadio organicos, tales como
el bis(maltolato)oxovanadio (IV), bis(etilmaltolato)oxovanadium(1V), y
acetilacetonato de vanadilo, se han sintetizado para su uso en el tratamiento de
la diabetes y el cancer. Estudios experimentales, asi como ensayos clinicos

han demostrado la accién insulunomimetica del vanadio disminuyendo la
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resistencia e incrementando la sensibilidad a la insulina y mejorando el

transporte y metabolismo de la glucosa.

Actualmente, muchos aspectos del metabolismo del vanadio no se
encuentran bien establecidos, como lo son las interacciones digestivas y
metabdlicas con otros elementos envueltos en la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Muchos autores han asociado el V con efectos
pro-oxidantes porque altera el metabolismo de diversos elementos traza como
el Mg, Fe, Cu y Se, por lo que consideramos interesante la realizacion de este

estudio en el que se abordan las interacciones con calcio y cinc.

Calcio y cinc son dos metales esenciales cuyo papel en el correcto
funcionamiento del organismo ha sido ampliamente descrito. Asi, el calcio es
un compuesto clave en la configuracion estructural del hueso y dientes y uno
de los mas conocidos mensajeros intracelulares, ya que controla un amplio
rango de procesos celulares interactuando con las proteinas y haciendo
posible la activacion de funciones especificas de dichas proteinas. La
esencialidad del Zn viene determinada por su papel insustituible relacionado
principalmente con sistemas enzimaticos de los procesos de division y
multiplicacion celular y con sistemas de regulacion metabdlico-hormonales. Se
conoce que este elemento es un cofactor de miles de enzimas, implicadas en el
metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas, en los procesos de
degradacion y sintesis de acidos nucleicos. Ademas, el cinc participa en la
supresion de radicales libres, ya que junto con el cobre forma parte de enzima

superoéxido dismutasa (SOD).

Es conocida la existencia de alteraciones en la homeostasis del calcio y
cinc como consecuencia de la diabetes. En el caso del calcio conducen a
cambios en el metabolismo del hueso, tanto en humanos como en modelos
animales. La osteoporosis es una de las complicaciones cronicas de la
diabetes al reducirse el recambio 6seo, la mineralizacion y la glicosilacion del
colageno 6seo. El cinc juega un papel clave en la sintesis y accion de la
insulina, tanto fisioldégica como en la diabetes mellitus. La relacion entre cinc y
diabetes se conoce desde hace tiempo, pero no se le ha prestado atencién

hasta las Ultimas décadas. Se sabe que en los sujetos diabéticos existe una

13



cincuria junto a un aumento de la produccién de especies reactivas de oxigeno

y una disminucién de las defensas antioxidantes

El efecto del vanadio sobre el metabolismo de estos dos metales no ha
sido descrito en profundidad, y en el caso de la diabetes las publicaciones
existentes son muy escasas. Actualmente, la informacion sobre los cambios en
la homeostasis del calcio y el cinc en ratas diabéticas como consecuencia del
tratamiento con vanadio es casi inexistente, tres elementos muy relacionados
con el metabolismo 6seo, metabolismo de la glucosa y presencia de estrés
oxidativo. Por estas razones consideramos importante realizar el presente

estudio sobre la interacciéon entre el vanadio y el calcio en ratas diabéticas.

Otro punto relevante en estos estudios, es la forma de administracion del
vanadio, reflejando la literatura existente que la naturaleza quimica de las
especies de vanadio son determinantes a la hora de establecerse esa
interaccion entre vanadio y otros elementos, lo que actualmente se encuentra
en el camino de una mayor clarificacion y un mejor conocimiento con objeto de

una utilizacién cada vez mas eficiente.

Por tanto, consideramos importante abordar el estudio de las posibles
interacciones entre el vanadio, calcio y cinc en ratas diabéticas, ya que podria
aportar informacion valiosa sobre sus efectos farmacolégicos en la evolucién
de la diabetes.

De acuerdo con los anteriores comentarios el objetivo del presente
trabajo es estudiar si el efecto del tratamiento con vanadio a ratas diabéticas
altera la biodisponibilidad y distribucion tisular del calcio y cinc, asi como su
influencia sobre la microesctructura del hueso. Los resultados obtenidos
permitirdn comprender mejor el papel del vanadio como micronutriente, su

actividad biolégica como agente antidiabético y sus efectos toxicos.

14
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2. INTRODUCCION

2.1. DIABETES

La diabetes es un problema mundial de salud ya que, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los casos de diabetes han
aumentado de 180 millones de pacientes en 1980 a 422 millones de personas
que la padecen en 2014, es decir, un 8,5% de la poblacion adulta padece
diabetes habiéndose registrado un aumento mas pronunciado en los paises

con ingresos medios o bajos.

La Diabetes Mellitus (DM) comprende un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas principalmente por hiperglucemia, ocasionada por
una secrecion practicamente nula de insulina, inadecuada o defectos en la
absorcion de esta hormona o ambos. En este sentido, un estado de
hiperglucemia crénico se ha asociado con dafio, disfuncion y fallo de diferentes
organos, principalmente ojos, rifiones, nervios, corazon y sangre venosa.
Ademas, la deficiente accion de la insulina sobre los érganos diana, producira
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas (American
Association of Diabetes, 2011; Conget, 2005),

2.1.1. Clasificacién

La DM tipo 1 (DM1), representa del 5-10% de los casos de DM, la cual
es debida a una destruccién autoinmune de las células B del pancreas,

ocasionando una deficiencia absoluta de la secrecién de insulina.

Diabetes Idiopética, en algunas formas de DM 1, una minoria, no se
conoce su etiologia, algunos pacientes permanecen en una insulinopenia
permanente y son propensos a cetoacidosis, pero no hay evidencia de

autoinmunidad (American Association of Diabetes, 2011).

La DM tipo 2 (DM2), representa del 90-95 % de los casos de DM,
causada por una combinacion de resistencia a la accion de la insulina con una
deficiencia relativa de insulina o debida a un defecto de la secrecion de la

insulina con resistencia a la insulina. Estos pacientes no necesitan tratamiento

16



con insulina para sobrevivir. Este tipo de pacientes parece tener niveles de
insulina normales o elevados. El riesgo de desarrollar este tipo de DM
incrementa con la edad, obesidad y sedentarismo, ver figura 3 (Conget 2005;

American Association of Diabetes, 2011).

Otros tipos especificos de diabetes:

- Defectos genéticos de las células L.

Varias formas de diabetes se asocian con defectos genéticos en la
funcion de las células B, este tipo de DM se presenta inicialmente como una
hiperglucemia a edades tempranas aproximadamente antes de los 25 afios de
edad. Las formas mas comunes se asocian con mutaciones en el cromosoma
12 en un factor de transcripcion hepatico. Una segunda forma esta asociada
con el gen (localizado en el cromosoma 7) que expresa la glucokinasa y
ocasiona un defecto en la actividad de esta enzima, incrementando los niveles
plasmaticos de glucosa. Otras formas son las anormalidades genéticas que
incrementan la dificultad para convertir la proinsiluna en insulina. Alteraciones
genéticas en la expresion del gen SLC308A juegan un importante papel en la
patogénesis de la DM 2 (Tamaki et al., 2013).

- Defectos genéticos en la accion de la insulina.

Asociados principalmente con mutaciones en el receptor de la insulina
mostrandose desde una hiperinsulinemia y una modesta hiperglicemia a una
diabetes severa. Algunos individuos con estas mutaciones presentan acantosis
nigricans, en las mujeres pudieran presentar sindrome de ovario poliquistico
(Welt, 2003).

- Enfermedades del pancreas exocrino.

Cualquier proceso que dafie difusamente el pancreas puede causar
diabetes. Los procesos adquiridos incluyen pacreatitis, trauma, infeccion,
pancreatectomia y carcinoma pancreatico (Genuth et al., 2003; Masharani et
al., 2004).

- Endocrinopatias.

Muchas hormonas antagonizan la accion de la insulina, por tanto, el
exceso de estas puede causar DM. Esto ocurre principalmente en individuos
con defectos en la secrecion de insulina e hiperglicemia, que se resuelve al

tratar el exceso de la hormona involucrada. También ciertos medicamentos
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pueden inducir DM en individuos con resistencia a la insulina (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2004).

- DM gestacional.

Es cualquier grado inicial de intolerancia a la glucosa durante el
embarazo. La mayoria de los casos se resuelve cuando se da a luz (Metzger et
al., 2010).

2.1.2.-Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de la diabetes mellitus incluyen polidipsia,
poliuria, polifagia, visién borrosa y pérdida de peso (debido al hipercatabolismo
derivado de la hipoinsulinemia). En sus formas mas graves se puede
desarrollar, cetoacidosis o un estado hiperosmolar no ceténico y conducir a

estupor, coma y, en ausencia de un tratamiento efectivo, la muerte.
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Figura 1.- Complicaciones de la diabetes mellitus

Los efectos a largo plazo de la diabetes mellitus incluyen el desarrollo
progresivo de las complicaciones especificas como la retinopatia diabética,
nefropatia diabética, neuropatia con riesgo de Ulceras en los pies,
amputaciones, articulaciones de Charcot, y las caracteristicas de la disfuncion
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autonomica, incluyendo la disfuncion sexual. Ademés, hay un incremento del
riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular periférica y enfermedad
cerebrovascular en pacientes con diabetes mellitus (American Association of
Diabetes, 2011).

El grado de hiperglicemia puede ir cambiando con el tiempo
dependiendo de la evolucién del proceso (Fig. 2). Un proceso patoldgico
puede estar presente pero no haber progresado lo suficiente para causar
hiperglucemia. El mismo proceso patologico puede causar una alteracion de la
glucosa en ayunas y/o emporar la tolerancia a la glucosa sin cumplir los
criterios para ser diagnosticado como diabetes. En algunos individuos
diabéticos, se puede conseguir un control de la glucemia mediante reduccién
de peso, ejercicio fisico o hipoglucemiantes orales. Estos individuos no
requieren insulina. Otros individuos, aunque presentan una secrecion residual
de insulina, requieren insulina exdgena para un control efectivo de la glucemia,

augue pueden vivir sin ella

Stages Normoglycemia Hyperglycemia
Normal glucose regulation Impaired Glocose Tolerance Diabetes Mellitus
or
2. Impaired Fasting Glucose Not imsulin  Inselin requineg  Insulim requinng
N (Pre-Diabetes) requinng for control for survival

Type 1*
Type2 :

Other Specific Types**

Gestational Diabetes **

Figur 2.- Trastornos de la glucemia: tipos etioldgicos y etapas.(Tomado

de:American Association of Diabetes, 2011).

En las personas en las que se ha producido una destruccion masiva de
células B pancreaticas y, por tanto, no disponen de una secrecion residual de
insulina, requieren insulina para sobrevivir. La severidad de las alteraciones

metabdlicas pueden progresar, regresar o permanecer. Por tanto, el grado de
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hiperglicemia refleja la severidad de las alteraciones en los procesos
metabdlicos y el tratamiento que deben seguir, mas que la naturaleza del
proceso en si mismo (Abou-Seif y Yossef, 2004; American Association of
Diabetes, 2011).

2.1.3. Criterios diagndsticos

Segun la American Association of Diabetes, (2011), se asumen los

siguientes criterios diagndsticos:

1.- Niveles de hemoglobina glicosilada >6.5%.

2.- Alteracion de la glucosa en ayunas con valores >126 mg/dl (7.0 mmol/l).
Ayuno se define como ninguna ingesta cal6rica durante por lo menos 8 hrs.

3.- Curva de tolerancia oral a la glucosa: a las 2 horas después de la carga oral
de glucosa los niveles de glucosa plasmatica glucosa plasmatica deben ser
>200 mg/dl (11.1 mmol/l). La prueba debe ser realizada segun lo descrito por la
Organizacion Mundial de la Salud, utilizando una carga de glucosa que
contiene el equivalente de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

4.- En un paciente con sintomas clasicos de la hiperglucemia o crisis

hiperglucémica, una glucosa plasmatica al azar >200 mg/dl (11.1 mmol/l).

2.1.4. Etiopatogenia

La diabetes mellitus es una enfermedad que se explica por una
combinacion de factores genéticos y una series de factores ambientales (estilos
de vida fundamentalmente), que actuarian como desencadenantes. Estos
factores explicarian las marcadas diferencias que existen entre las tasas de
prevalencia, de las distintas regiones del mundo y los distintos grupos étnicos.
Hay aun muchos puntos por resolver en la patogenia de la diabetes,
especialmente en la tipo 2. Las hipotesis mas aceptadas orientan hacia un
origen multifactorial de la DM 2, mientras que en la etiopatogenia de la DM 1
parecen implicarse marcadores genéticos e inmunoldgicos de base con un
probable desencadenante virico o toxico. De los multiples factores que se han
investigado, los que presentan una asociacion mas consistente como factores

de riesgo de la DM son:
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Edad: La DM 2 presenta su pico maximo entre los 40-60 afios. La DM 1

presenta su maxima incidencia entre los 10-13 afios (Gerich, 2003).

Factores genéticos: Parece existir una relacion entre la expresion de
antigenos especificos del sistema mayor de histocompatibilidad (HLA) y una
mayor susceptibilidad a padecer DM1. La DM 2 presenta un componente
hereditario superior a la DM 1, aunque no se han encontrado hasta la
actualidad marcadores genéticos concluyentes (Masharani et al., 2004;
Sanchez Rodriguez, 2010).

Etiopatogenia de la DM 2

Genes diabetogénicos Factores adquiridos

— Accidn insulina — Obesidad, distribucién adiposidad

— Secrecién insulina ¢ — Actividad fisica, edad. sexo, lipidos
— Dieta, tabaco...

Genes relacionados con la
diabetes

: Fracasd <e---eceeececasd
: Aumento célula B pancredtica '
: secrecion insulina :
A
Reduccin sensibilidad Glucotoxicidad
ala insulina T I lipotoxicidad
T ®
DM
Normal IQG 90 2

Aumento PHG

Fig. 3.- Etiopatogenia de la diabetes mellitus tipo 2. PHG: produccién hepética
de glucosa; I0G: tolerancia disminuida a la glucosa. (Tomado de: Conget,
2005)

Obesidad: El factor dietético que mas incrementa el riesgo de DM2 es el
sobrepeso. Desde un punto de vista practico, la DM2 se asocia también a un
conjunto heterogéneo de formas de DM con diversas alteraciones genéticas,
metabdlicas o clinicas. Es util diferenciarla en dos grandes grupos: DM2
asociada a la obesidad y DM2 no asociada a la obesidad. El origen de esta
pandemia es multifactorial y en su génesis se asocian de forma compleja
componentes étnicogenéticos, no siempre compartidos por la obesidad y la

DM2, y factores ligados al estilo de vida individual y colectivo (habitos
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nutricionales cualitativos/cuantitativos, erréneos y/o excesivos y sedentarismo),
asi como costumbres no saludables (excesivo consumo de alcohol y tabaco) y
estrés de muy diversa indole. La distribucion del tejido adiposo en exceso es
otro determinante importante del riesgo de resistencia a la insulina y DM2; asi,
la grasa subcutanea troncal tiene mayor importancia que la intraperitoneal o
retroperitoneal. Sin embargo, hay obesos en los que no se afecta la glucemia,
lo que supone la necesidad de algun otro factor, quizé la herencia (Guven et
al., 1999; Meigs et al., 2003; Sanchez Rodriguez, 2010).

Toxicos: Se ha observado la aparicion de diabetes insulinopénica en
personas que han ingerido el raticida Vacor o con la administracién de

estreptozotocina, L-asparraginasa, o pentamidina (Bermudez-Pefa, 2014).

Infecciones: Ciertos virus se han asociado con la destruccion de células
B. La diabetes DM 1 se ha asociado a infecciones por rubeola Coxackie B4 y
parotiditis. No se ha observado relacion entre DM 2 e infeccion por virus

(American Diabetes Association, 2011).

Dafio oxidativo: Aunque existe evidencia experimental que indica que el
estrés oxidativo puede determinar el comienzo y la progresion de
complicaciones tardias de la diabetes mellitus, aun hay controversia acerca de
si el incremento de este fendmeno es meramente asociativo mas que causal en
el caso de esta enfermedad metabdlica. No obstante, se ha demostrado que
existe un aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
una disminucion de las defensas antioxidantes en los sujetos diabéticos. Hay
varios mecanismos implicados en el incremento del estrés oxidativo (ROS) en
la diabetes mellitus, entre los cuales se encuentran: la autooxidacion de la
glucosa, la glicacion de proteinas, la activacion de la via de los polioles y la
disminucién de las defensas antioxidantes. La glucosa, al igual que otros alfa-
hidroxialdehidos, es capaz de autooxidarse a enedioles (enolizarse) en

solucion acuosa y en presencia de metales de transicion (Fe, Mn).
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Fig 4.- Esquema de algunos mecanismos propuestos para explicar como la
hiperglucemia contribuye al dafio oxidativo. (Tomado de Calderon et al., 2013)

La diabetes ha sido asociada con alteraciones en la homeostasis del
hierro, ocasionando una acumulo de hierro en los tejidos lo que podria conducir
a un incremento en la produccion de ROS agravando la enfermedad (Cai et al.,
2002; Ward et al., 2005). El enediol en presencia de metales reacciona con
oxigeno y una proteina para producir una proteina glicada que dara lugar a los
productos de glicacion avanzada (AGE). La interaccion de los AGE con sus
receptores celulares promueve la produccion intracelular de radicales libres y
contribuye a disminuir los niveles intracelulares de antioxidantes. Asimismo, el
glioxal, especie derivada de la oxidacion de la glucosa, puede generar
citotoxicidad mediada por un incremento de la generacion de ROS y una
disminucién del glutation reducudo (GSH) intracelular. Por otro lado, la
glicacion de las proteinas antioxidantes puede disminuir la actividad de éstas y

la hemoglobina glicosilada puede constituir una fuente donadora de radical
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0?2 a la pared vascular en los pacientes diabéticos (Wachnik et al., ,1992;
West, 2000; Calderon et al., 2013).

Se ha demostrado que la hiperglucemia favorece la produccién de O2 °-
mitocondrial, lo que ocasiona, entre otros efectos adversos, la activacion de la
via de los polioles (vias de los hexosaminas) y, consecuentemente, una
disminucién de NADPH, que constituye el cofactor de las enzimas generadoras
de GSH. Es decir, es evidente que estamos frente a un mecanismo de
retroalimentacion positiva en el cual el estrés oxidativo activa a la via de los
polioles y, a su vez, contribuye a la generacion de mas radicales libres y, por

tanto, a acentuar aun mas el disbalance redox (Green et al., 2004).

Flujo de protones acoplado ala sintesis de ATP Flujo de protones desacoplado (fitil)

E spacio Intermembranal

embranz
Irterna Mtocondria
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Dafia al=
ADP aconitass

ECDE
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H+
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Fig.5.- Modelo propuesto para explicar la participacion de la mitocondria en la
induccion de dafo oxidativo debido a hiperglucemia (Tomado de: Calderén et
al., 2013)
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En los individuos diabéticos existe también disminucién de las defensas
antioxidantes, entre las que se incluyen el GSH, y todas las enzimas y
vitaminas antioxidantes, y un aumento del estrés nitrosante, lo que implica un
incremento del radical peroxinitrito, potente oxidante lipidico y proteico, y de la
actividad de la proteina quinasa C (Opara, 2001; Willsky et al., 2006).

Se ha precisado, ademas, que el disbalance entre los ROS y los
antioxidantes es un elemento patogénico importante de la resistencia a la
insulina, debido a que durante el estado de estrés oxidativo no se estimulan
adecuadamente las vias de sefializacion mediadas por esta hormona. Asi,
también se ha comprobado que existe una correlacion entre el nivel de control
metabdlico y el grado de severidad del estrés oxidativo en los individuos
diabéticos. Se ha encontrado un incremento de la peroxidacion lipidica, y
oxidacion proteica en la diabetes, que guardan relacion con los procesos de
nefropatia, neuropatia y retinopatia diabética (Wachnik et al., ,1992; West,
2000).

2.1.5. Epidemiologia de la diabetes

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), el nUmero de
personas con diabetes ha aumentado de 108 millones en 1980 a 422 millones
en 2014 (Figura 6).

La prevalencia de la diabetes ha aumentado con mayor rapidez en los
paises de ingresos medianos y bajos. Se estima que en 2015 la diabetes fue la
causa directa de 1,6 millones de muertes. Otros 2,2 millones de muertes fueron
atribuibles a la hiperglucemia en 2012. Aproximadamente la mitad de las
muertes atribuibles a la hiperglucemia tienen lugar antes de los 70 afios de
edad. Segun proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima causa de
mortalidad en 2030 (Figura 6).
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Fig. 6.- Distribucion de la diabetes en el planeta (Fuente: www.who.int/es/news-

room/fact-sheets/detail/diabetes,)

En cuanto a Espafa (CIBERDEM, 2011), los datos superan los peores
presagios, ya que demuestran que el 13,8% de los espafioles mayores de 18
afos tiene diabetes tipo 2, lo que equivale a mas de 5,3 millones de
compatriotas. De ellos, casi 3 millones ya estaban diagnosticados pero 2,3
millones, el 43% del total, desconocian que padecian la enfermedad. El trabajo
también estudia las diferencias en el nimero de afectados segun edad y sexo.
Entre los 61 y los 75 afios el 29,8% de las mujeres y el 42,4% de los varones
presentan diabetes tipo 2, porcentajes que ascienden al 41,3% de las mujeres
y el 37,4% de los varones de mas de 75 afios. Este estudio también ha
arrojado otros datos preocupantes: el 12,6% de la poblacion, mas de 4,8
millones de personas, tienen intolerancia a a glucosa o glucosa basal alterada,
situaciones que se consideran prediabéticas, mientras que cerca de 11

millones de espafioles son obesos, lo que equivale al 28,2% de la poblacion.
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Es bien sabido que existe una estrecha relacion entre obesidad y diabetes tipo
2. Como colofén, no podemos olvidar que a estos casos de diabetes tipo 2 (la
mas frecuente), hay que sumar los de la tipo 1, que supone entre el 5y el 1%

del total de personas con diabetes

NUm. de personas

0
% Personas afectadas afectadas mayores de 18

mayores de 18 afios

anos
Diabetes Mellitus (DM) 13.8 5.301.314
Total

DM Conocida 7.8 2.996.395

DM no conocida 6.0 2.304.919

Tolerancia Anormal de 9.2 3.534.210

la Glucemia

Glucemia Basal 34 1.306.121
alterada

Obesidad 28.2 10.863.431

(IMC>30kg/m2)

Tabla 1.- Fuente: Estudio Di@bet.es, CIBERDEM, Sociedad Espafiola de
Diabetes, Federacion Espafiola de Diabetes (https://www.ciberdem.org)

2.1.6. Elementos traza y diabetes

Los elementos traza como micronutrientes se definen como compuesto
quimico que es necesario en cantidades infimas para el crecimiento, desarrollo
y fisiologia de un organismo. En quimica analitica, es un elemento presente en
una muestra que posee una media de concentraciobn menor de 100 partes por
millon. Los principales elementos traza son Fe, Mn, Cu, Zn, Se, I, Co, Cr, Ni, F
y Mo (Bowen, 2002).
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Los altos contenidos de glucosa en suero no explican todas las
complicaciones de la diabetes. Como se ha comentado, existe un amplio
namero de estudios que demuestran un incremento del estrés oxidativo por la
presencia de altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
avanzados productos de glicacion (Diaz-Casasola et al., 2016). En paralelo con
este hecho, se ha demostrado la existencia de alteraciones en la homeostasis
de diferentes elementos tanto mayoritarios como Cay Mg (Bermudez-Pefia et
al., 2013; Sanchez-Gonzalez et al., 2017), como elementos traza (Se, Cu, Fe,
Mn, Zn, Cr, Co, V, etc. (Oster et al., 1993: Ekmekcioglu et al., 2001; Opara,
2002; Beletate et al., 2007;Kazi et al., 2008; Haase et al., 2008; Liu et al., 2011;
Chimienti et al., 2011; Rodriguez-Flores et al., 2011; Maret, 2013b; Sanchez-
Gonzalez et al., 2011; 2014(a y b); Lowe et al., 2017; Rivas-Garcia et al.,
2020).

Los elementos traza, cumplen importantes papeles en los procesos
metabdlicos a nivel celular, de 6rganos y tejidos. Los minerales también
cumplen una funcién estructural fundamentalmente a nivel éseo y son muy
importantes para un crecimiento normal del organismo. Actualmente se
encuentra bien establecido que los elementos traza juegan un papel importante
en un amplio nimero de procesos bioldgicos, como activadores o inhibidores
de reacciones enzimaticas, compitiendo con otros elementos o proteinas por
los sitios de union, modificando la permeabilidad de las membranas o a través
de otros mecanismos. Por tanto, es razonable pensar que estos elementos
podrian ejercer una accion, directa o indirectamente, a nivel del pancreas.
Algunos elementos traza pueden intervenir como protectores al formar parte de
esencial de enzimas claves de la defensa anti-oxidante. Su exceso o
deficiencia pueden contribuir a un desequilibrio del balance pro-oxidante/anti-
oxidante y, por tanto, en la progresion de determinadas enfermedades o en la

aparicion de complicaciones secundarias (Takita et al., 2004; Liu et al., 2011).

Tanto la DM1 como la DM2, van acompafadas de alteraciones en el
metabolismo de micronutrientes. La mayor consecuencia de estas alteraciones
puede ser el empeoramiento del balance oxidativo, con una pérdida de la

capacidad para combatir la produccion enddégena de radicales libres (Oster et
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al., 1993; Bermudez-Pefia et al., 2013; Sanchez-Gonzalez et al., 20122 y b;
2014ay 2017; Rivas-Garcia et al., 2020).

Determinados elementos traza se encuentran involucrados en el
metabolismo de los hidratos de carbono por su intervencién en la cascada de
sefalizacion de la insulina, entre los cuales encontramos el Zn, Cry V. Otros
elementos traza como el Fe, Cu, y Se pueden agravar la resistencia a la
insulina y la diabetes favoreciendo la formacion de ROS y activando procesos
inflamatorios, como consecuencia de su acumulacion o deplecidén asociada a la
diabetes. Aunque los hallazgos mas frecuentes asocian la diabetes a
incrementos del contenido corporal de Fe y Cu, y descensos en las
concentraciones de Zn y Se, los resultados son contradictorios (Skalnayaa et
al., 2018).

Tanto los macro como los microelementos, bajo un punto de vista
nutricional, se encuentran involucrados en la aparicion de efectos secundarios
en la diabetes mellitus, en este proceso adquieren gran importancia mantener
los elementos que tienen efectos beneficiosos en la diabetes como los metales
de transicion Cu, Zn, Mn, Mo, Cr, V y Fe en los niveles 6ptimos (Lowe et al.,
2017). Ellos forman parte de enzimas antioxidantes (Zn, Cu y Mn son
cofactores de la superoxido-dismutasa, el Se de la glutation peroxidasa, Cuy
Fe de la citocromo C oxidasa, etc), pueden ser cofactores en una amplia
variedad de procesos relacionados con el metabolismo de la glucosa y lipidos o
pueden participar en procesos oxidativos cataliticos. Sin embargo, no debemos
olvidar que los altos niveles de estos elementos, en general, suelen ser
perjudiciales ya que favorecen el estrés oxidativo y la presencia de procesos
inflamatorios (Liu et al., 2011; Djoussé et al., 2013; Sanchez-Gonzalez et al.,
2012ay b; 2014ay 2017).

2.1.7. Diabetes y hueso

Es conocido que la DM (principalmente la DM tipol) ocasiona mayor
resorcion 6sea que conduce a un descenso de la densidad mineral. También,
se ha encontrada asociada con osteoporosis (El-Maraghy y Mehana, 2015). Se
ha visto, en estudios previos que existe una pérdida 6ésea relacionada con un

incremento de la osteoclastogénesis y una disminucion de la
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osteoblastogénesis. El descenso en la actividad osteoblastica se ha
relacionado con un descenso de factores osteotroficos (IGF) y trastornos en la
microcirculacion 6sea, micro y macro angiopatias causan un descenso del flujo
sanguineo que podria ocasionar alteraciones metabdlicas en el hueso. Por otra
parte, la actividad osteoclastica se estimula en presencia de productos de
glicosilacién avanzada (AGE) en los componentes de la matriz extracelular
(ECM) Entre estos componentes el coldgeno seria una de las proteinas de los
mas afectadas, lo cual causaria un importante impacto en la formacién del

hueso (Hie y Tsukamoto, 2010).

2.2. VANADIO

El vanadio es un elemento quimico, con nimero atomico 23, que se
encuentra situado en el quinto grupo de la tabla periédica. El vanadio es un
metal de transicion con un gran nimero de derivados organicos e inorganicos.
Se encuentra de manera natural en minerales y en gran variedad de
organismos. Ocupa el lugar nimero 21 en cuanto a lo que abundancia se
refiere en la corteza terrestre y el segundo lugar de entre los metales de
transicion en las aguas marinas. Existe en diferentes estados de oxidacion,
siendo las formas mas comunes las pentavalentes y tetravalentes. En los
espacios extracelulares la forma mas usual es la pentavalente, usualmente
como anién vanadato (VO?®), V(V). Mientras que en el espacio intracelular,
aparece principalmente en la forma tetravalente, como catiéon vanadil (VO?*),
V(IV). No obstante, la forma del vanadio intracelular depende del contenido

total de oxidantes y reductores de la célula.

El vanadio presenta un efecto bifasico, es un elemento toxico LD50 (40-
90 mgV/kg peso/dia), su toxicidad depende de diferentes factores, que incluyen
la composicion de la dieta el tipo de compuesto de vanadio (inorgénico /
organico), naturaleza de los ligandos que forman los complejos de vanadio,
valencia, ruta de entrada en el organismo, duracion de la exposicion y
sensibilidad de la especie. Se conoce que es esencial para la supervivencia de
algunas formas de vida, pero su rol como micronutriente, su esencialidad y su

actividad farmacoldgica es objeto actual de estudio, ya que existen compuestos
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del vanadio que, entre otras capacidades, imitan y potencian los efectos de la
insulina. En este momento, existe un interés cada vez mayor en sus efectos
farmacolégicos como agente anabdlico, hipoglucemiante y su relacién con el
estrés oxidativo y diferentes formas de cancer (Sanchez-Gonzalez et al., 2012;
Sanchez-Gonzalez et al., 2014; Scibior y Kurus, 2019; Quiles et al., 2020).

2.2.1. Historia

El vanadio fue descubierto en 1801 por el gedlogo espafiol Andrés
Manuel del Rio que lo llamé “eritronium” por el color del compuesto. Sin
embargo, el descubrimiento no le fue atribuido debido a un error de uno de los
miembros de la Comisién del Instituto Nacional de Francia que lo confunde con
cromo, no siendo aceptado el descubrimiento. Fue redescubierto en 1831 por

el sueco Nils Gabriel Sefstrdm, que lo llamo “vanadium” (Trevifio et al., 2019).

El vanadio es un elemento que se ha empleado fundamentalmente en la
industria del cristal, pintura, ceramica, fotografia, quimica y electroquimica,
industrias metallrgicas para la obtencidén de acero, industrias aeronautica y

espacial, etc.

Fue en 1899 cuando surgi6 el primer informe que trataba el uso de las
sales de vanadio como agente metaloterapéutico. Se puede considerar que
fueron Lyonnet y sus colegas quienes llevaron a cabo la primera “fase 0” de un
estudio clinico acerca del vanadio. Se embarcaron en este proyecto siguiendo
los ensayos médicos de la época, probando en primer lugar los compuestos de
vanadio sobre si mismos y después sobre 60 de sus pacientes. Para ello
usaron 4-5mg de metavanadato de sodio, cada 24h y antes de comer, tres
veces por semana. Tras el proceso, apreciaron una leve y transitoria
disminucién de la glucemia en alguno de sus pacientes, sin ningun efecto

negativo.

En los afios 60, la complejidad y versatilidad del oxovanadio (IV y V)
empezo a tenerse en cuenta de manera creciente y, con la intencién de
aumentar su biodisponibilidad, asi como su efectividad, se desarrollaron
distintos complejos de coordinacion del vanadio.
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El vanadio es un cofactor que activa o inhibe enzimas. La inhibicion de la
actividad de las ATPasas tipo P (Na+/K+-ATPasa, H+/K+-ATPasa, Ca2+-
ATPasa y H+-ATPase) por el vanadato (Nechay y Saunders, 1978), fue uno de
los efectos del vanadio investigados en los afios 70, pero actualmente, otros
muchas acciones farmacoldgicas se han descrito y/o se encuentran en estudio
(Etchevarry et al., 2012; Aureliano, 2016)

Las sales inorganicas marcaron la primera generacion de remedios
orales con base de vanadio. Después, en el siglo XX, los avances cientificos
descubririan usos para el vanadio, no solo frente a la diabetes mellitus, sino
también su efecto cardioprotector, propiedades contra el cancer e incluso
contra infecciones microbianas (virus, bacterias y parasitos) (Scibior et al.,
2020).

Los afos 80 trajeron consigo resultados sorprendentes respecto a los
claros efectos que producia la adicion de una sal de vanadio (ortovanadato de
sodio) en el agua de bebida de ratas STZ a lo largo de varias semanas, cuando
observaron la disminucién de muchos sintomas y signos de la diabetes STZ
con muy pocos efectos negativos. La fase | de un ensayo clinico relativo a un
complejo del vanadio no tuvo lugar hasta cien afios después de Lyonnet, con el
bis(etilmaltolato)oxovanadio(IV) (BEOV), en 40 sujetos no diabéticos en los que
se evaluaron la seguridad, la tolerabilidad, farmacocinética y biodisponibilidad
de dosis cada vez mayores del complejo, con vistas a emplearlo en el

tratamiento de la diabetes mellitus (Thompson y Orvig, 2006a).

Los avances tan significativos que han marcado la historia evolutiva del
vanadio y sus usos farmacologicos, han implicado un trabajo interdisciplinar por
parte de profesionales de la quimica, bioquimica, farmacologia, medicina y
cristalografia. Con la llegada del siglo XXI, la ciencia ha traido estudios
centrados en complejos de vanadio quelado bis(maltolato)oxovanadio(lV)
(BMOV) y bis(etilmaltolato)oxovanadio(lV) (BEOV) principalmente, que incluso
han llegado a desarrollarse en su estadio clinico, es decir, los pacientes han
vuelto a ser protagonistas del estudio de los resultados aportados en su salud
por parte de estos complejos. Sin embargo, algunos estudios en Fase Il sobre

el BEOV, han tenido que ser suspendidos debido a la apreciacion de
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problemas digestivos y renales en algunos de los participantes. (Thompson y
Orvig, 2006b).

Bajo el punto de vista de Sakurai y Adachi (2005) y Rehder (2013), hasta
ahora, no existe la preparacion que haya alcanzado el estatus de farmaco
comercializable industrialmente. Las ligeras diferencias entre las dosis
terapéuticas y las dosis toxicas y la falta de datos sobre los efectos tras una
administracion prolongada del elemento en humanos, junto a la habilidad del
metal para acumularse en 6rganos y tejidos, es un importante obstaculo para el

uso farmacoldgico del vanadio (Scibior y Kurus, 2019).

2.2.2. Funciones fisiolégicas del vanadio.

Las investigaciones sobre la actividad biologica del vanadio han
demostrado que es un elemento con un importante papel en el metabolismo de
los hidratos de carbono, (debido a sus efectos sobre las vias de la glucolisis,
glucogenolisis, glucogénesis y glucogenogenesis), lipidos, (al estimular la
lipogénesis e inhibir la liposlisis), fofolipidos y colesterol. También existen
estudios sobre la influencia del vanadio sobre la mineralizacion del hueso,
metabolismo tiroideo y de los eritrocitos, acumulacion y transporte de calcio en
las células, y sintesis de segundos mensajeros que participan en los procesos

de sefializacion intracelulares (Scibior et al., 2020).

Como se ha comentado anteriormente, el vanadio presenta una alta
capacidad inhibitoria de ATPasas y otros enzimas, entre los que se encuentran
varias fosfatasas, ribonucleasas, fosfodiesterasas, glucosa-6-fosfatasa (Trevifio
et al., 2019)

2.2.3.Metabolismo del Vanadio

Absorcion

El vanadio ingerido por los humanos se estima aproximadamente entre
15-60 pg/dia dependiendo de la dieta. Tras la ingesta, el vanadato
(fundamentalmente como VOug') alcanza el tracto gastrointestinal y en el medio
acido del estdmago gran parte del vanadato se transforma en vanadil (VO?*)

gue en un medio ligeramente alcalino, en parte precipita como [VO(OH)2] y es
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excretado en heces. Parte del vanadio absorbido es excretado en orina,
aproximadamente el 12% de la ingesta. La cantidad de vanadio absorbido,
después de la ingesta, que el ser humano retiene es bastante reducida, apenas
un 5% del total (Mataix y Llopis, 2015), aunque también se han descrito
cantidades mayores al 10%. Sanchez et al.(2011) encontraron una absorcién
del 52% en ratas tratadas con bis(maltolato)oxovanadio(IV)(BMOV)
suministrado en agua de bebida. En estudios realizado en ratas mediante
técnicas de perfusion intestinal, revelaron que el BMOV se absorbe en
aproximadamente el 35% de la dosis administrada (lglesias-Gonzalez et al.,
2012). EI BMOV, puede ser absorbido rdpidamente llegando a unas
concentraciones maximas en sangre a las 0,6 — 0,4 horas cuando la
administracion ha sido realizada por via subcutaneay a las 2,4-0,9 horas,

cuando la administracion habia sido por via intragastrica (Zhang et al., 2008).

Crans y colaboradores, estudiaron la absorcién de los compuestos de
vanadio administrados a animales de experimentacion a altas dosis y por
largos periodos de tiempo, suministrandolos en el agua de bebida. Observaron
que, de esta manera, el vanadio es absorbido mas lentamente y cambian de
estado de oxidacion en el organismo. No obstante, es necesario remarcar que
la cantidad de vanadio absorbido depende también de los otros componentes
de la dieta y el efecto que puedan causar en la quimica del vanadio. Por tanto,
la absorcién de la mayor cantidad de vanadio, se produce en el tracto
gastrointestinal superior, transformandose en catién vanadil al llegar al
estbmago y pasando con esta forma al duodeno. Sin embargo, segun indican
otros estudios, el vanadio podria entrar a las células a través del fosfato o de
algun otro sistema de transporte de aniones. Esta explicacién le daria un
sentido ldgico a que el vanadio pentavalente sea absorbido de 3 a 5 veces mas

gue el vanadio tetravalente (Crans et al., 2004).

A nivel respiratorio, los compuestos solubles del vanadio que son
inhalados y depositados en los pulmones se absorben rapidamente. Se ha
observado que en las personas que trabajan con vanadio a nivel industrial,

absorben aproximadamente el 25% del total inhalado.
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La transferrina y la albimina son las dos proteinas que se han descrito
como las responsables del transporte del vanadio en el torrente sanguineo,
transportan 80-90% del vanadio tanto como V(IV) como V(V). En el plasma
humano, la transferrina se encuentra a unas concentraciones de
aproximadamente 37mM y cerca de un 30% de sus sitios de unién al metal (2
lugares para varios metales) estan ocupados por el hierro (lll), de manera que
una cantidad importante de sitios de unién a metales quedan libres'y
disponibles para reaccionar con otros metales como farmacos sintetizados a

base de compuestos metdlicos (Iglesias-Gonzalez et al., 2012).

Los estudios de Kiss y colaboradores revelan que, posiblemente, la
asociacion con vanadio ocurre igual, independientemente de la forma de
vanadio que es afiadida a las muestras de suero. Esto indicaria que los
compuestos de vanadio (IV) se disocian y posteriormente la forma vanadilo se
una a la transferrina. Por tanto, los complejos ternarios VL-Tf, (donde L es la

molécula quelante de vanadio) no parecen ocurrir en el suero (Kiss et al., 2000)
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La albumina, también es un bioligando potencial de iones vanadio (1V) si
bien en menor medida que la transferrina. Estos experimentos in vitro han sido
confirmados por estudios recientes de uso integrado de HPLC-ICP-MS y
MALDI-TOF en los que se ha podido estudiar los transportadores de vanadio
en el torrente sanguineo tras la administracion de bis(maltolatooxovanadio(lV)
(BMOV) observandose que la transferrina sérica es el principal bioligando en
plasma de rata. Ademas, se ha encontrado una pequefa fraccion de vanadio
eritrocitario en forma de complejos de bajo peso molecular (aproximadamente
3KDa) no unido a hemoglobina. Por otro lado, los aniones citrato también se
han descrito como importantes ligandos para la circulacién de iones vanadil,
como también ocurre en otras interacciones pro-farmacos con estas pequefias

entidades moleculares (Jakusch et al., 2009; Iglesias-Gonzalez et al., 2012).

El vanadio (V) puede ser captado por las células mediante el
transportador de metales divalentes 1 (DMT1) (Mackenzie et al., 2007) y
difusiéon pasiva (Sanna et al., 2014). El vanadio transportado con transferrina
es internalizado por endocitosis, via receptor de transferrina TfR1 (Trevifio et
al., 2019). Los iones V(V) pueden entrar en las células por canales para
aniones como los fosfato o sulfato (Rehder, 2013), en las células V(V) se
reduce a V(IV) mediante sustancias reductoras como el ascorbato, en el caso
de los eritrocitos es reducido a V(IV) principalmente por glutatiion (GSH), el
cual se une la hemoglobina (De Cremer et al., 2002).también se ha descrito
que algunas especies de V pueden entrar en las células a través de los
transportadores de citrato, lactato y transportadores de aniones organicos
(Trevifio et al., 2019).

En los animales de experimentacion, se ha comprobado que la
acumulacion de vanadio se produce principalmente en bazo, rifién, testiculos,
higado y huesos. Mientras que el BMOV, en las ratas estudiadas se acumulo
sobre todo en huesos (fémur) rifiones e higado (Sanchez-Gonzélez et al.,
2012a; Iglesias-Gonzalez et al., 2012). En el higado y bazo formando
compuestos vanadil-ferritina y en hueso formando parte de hidroxiapatita
sustituyendo al fosfato (Rehder, 2015)

36



Excrecidén

Como se ha comentado anteriormente, la orina es la principal via de
excrecion para el vanadio absorbido probablemente unido a proteinas y
especies de bajo peso molecular (complejos de V(IV), si bien existe pequefias
cantidades excretadas también por la bilis (Sanchez et al., 2011; Rehder,
2015).

2.2.4. Toxicidad

El vanadio lo encontramos en pequeiias cantidades en los alimentos. Su
ingesta estimada oscila en un amplio rango, entre los 60 pug/dia en USA a los 7
pg/dia en Tailandia. También se encuentra presente en el agua en
concentraciones aproximadamente de 1 pg/L, siendo su ingesta dependiente
del volumen ingerido. Es frecuente el uso de suplementos de V en atletas y
culturistas y por sus propiedades terapéuticas como antiparasitario,
antitrombdtico, antihipertensivo, antibacteriano, antiviral, antidiabético y
anticancerigeno. Sin embargo, se ha recomendado que el uso de compuestos
de V debe evitarse hasta que exista mas informacion sobre sus posibles
efectos toxicos, fundamentalmente en los tratamientos cronicos (Barceloux,
1999; Domingo, 2000; Trevifio et al., 2019).

Se ha observado que altas concentraciones de los compuestos de
vanadio provocan efectos toxicos, en tanto en cuanto que inhiben diversas
ATPasas y diversos enzimas, entre los que encontramos fosfatasas,
ribonucleasas, fosfodiesterasas, fosglucomutasas y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Assem y Oskarsson, 2015; Franqueza et al., 2019 ). Los
estudios de toxicologia en animales han concluido que los efectos téxicos del
vanadio dependen de diversos factores como son el tipo de compuesto, el
estado de oxidacion de los iones vanadio, la dosis o el tiempo de
administracion. En ratas, se ha descrito una intoxicacion aguda de vanadio,
presentando una enteritis descamativa, congestion hepéatica leve y una ligera
degeneracion del parénquima de los tubulos renales. En ratones una dosis
subcutanea de 20 mg/kg de metavanadato amoénico produjo necrosis tubular
aguda tras 6-7 horas postinyeccion. Otros estudios en animales han mostrado

desde alteraciones gastrointestinales (diarrea), lengua verde, retraso en el
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crecimiento, anorexia y muerte (Institute de Medicine (US) Panel on
Micronutrients, 2001).

Refiriéndonos a los compuestos organicos del vanadio, en los estudios
en animales han mostrado una mayor seguridad. Los efectos toxicos agudos
del vanadio que se han encontrado, han sido una leve degeneracion de los
tubulos renales, congestion hepatica e inflamacién intestinal (Crans et al.,
2019).

En seres humanos, actualmente no existe evidencia de los efectos
adversos ocasionados por el vanadio asociados al contenido de este en los
alimentos, ya que es la mayor fuente de exposicién a dicho elemento, para la
poblacidon en general, ademas gracias a la baja absorcion gastrointestinal de
dicho elemento, no es altamente toxico para los seres humanos En los
humanos los efectos adversos ocasionados por los compuestos de V fueron
molestias gastrointestinales a dosis de 100mg de V por dia (Thompson et al.,
2006a; Trevifo et al., 2019). Otros efectos adversos atribuidos al vanadio
descritos en seres humanos han sido irritacion del tracto respiratorio,
broncoespasmo, lengua verde, fatiga, letargo y lesiones neurofocales y en
algunos casos calambres abdominales y diarrea. Ademas la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer ha clasificado al V(V) como
posible cancerigeno (Assem y Oskarsson, 2015). Posteriormente también se ha
descrito efectos neurotoxicos del vanadio en diferentes partes del sistema
nervioso central, atribuido a la capacidad del V para generar ROS (Ngwa et al.,
2017).

La mayor parte de los caso de toxicidad descrita en humanos se han
debido a una alta exposicién industrial en los niveles de aire, en la forma de
pentoxido de vanadio, la cual es la forma mas toxica de dicho elemento
(Institute of Medicine (US) Panel on Micronutrients, 2001). Es en la funcion
mitocondrial donde se observa principalmente la toxicidad del vanadio. Los
compuestos de vanadio inducen estrés oxidativo de la mitocondria lo que
provoca la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(PTPm), consecuentemente se colapsa el potencial transmembrana en la

mitocondria y se libera el citocromo C como inicio del proceso apoptotico. Sin
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embargo, el nivel de toxicidad depende del compuesto del vanadio en solucion.
La toxicidad del vanadio puede darse por dos vias distintas. Una dependiente y
otra independiente de la produccion de H202, la cual puede ser bloqueada por

catalasa o glutation ( Aureliano y Ohlin, 2014).

Los resultados obtenido hasta la fecha apuntan a que el uso
farmacoldgico del vanadio y sus derivados se haga de manera conjunta a

agentes antioxidantes y proapoptoéticos (Gruzewska, et al., 2014).
2.2.5. Vanadio y estrés oxidativo.

Se ha sugerido que el vanadio, debido a su capacidad insulinimimética,
puede reducir la produccion de radicales libres (ROS) resultantes del trastornos
en el metabolismo de la glucosa (Figuras 4 y 5), y de este modo evitar el dafio

oxidante causado por la diabetes (Thompson y Orvig, 2006b).

Debe enfatizarse que el vanadio puede actuar como un potente oxidante
incrementando el estrés oxidativo originando un imbalance celular
prooxidante/antioxidante. En muchas ocasiones esta situacion se encuentra

asociada a interacciones con otros elementos traza (Scibior et al., 2019).

Como ya se ha comentado, el vanadio tiene diferentes estados de
transicion. Podemos considerar que las reacciones que aparecen en el interior

celular son:

V(V) + NADPH — V(IV) + NADP* + H*
V(IV) + 0y = V(V) + 05"
V(V) + 0, = [V(IV)-007]

Las reacciones anteriores producen la formacion de peroxovanadil
[V(IV)-OO1 y vanadilo hidroperéxido [V(IV)-OHT; el superéxido producido se
transforma en H202 por dismutacién con Superoxido dismutasa (SOD). Por otra
parte, se ha confirmado mediante estudios in vivo que se produce la reduccion
de un electron no enzimatica de vanadio mediada por fosfato y ascorbato y que
esto supone una posibilidad importante del vanadio in vivo. Parece ser que en
la induccién de lesion celular por vanadio tienen importancia las especies
generadas por V (IV), H202 y por hidroperéxido de lipidos a través de la

reaccion de Fenton (Valko et al., 2005).
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V(IV) + Hy0, — V(V) + OH" + "OH

El 'OH puede producir radical superéxido que se transforma en O2 y H20
por la superoxido dismutasa; incubando in vitro V(IV) con 2"deoxyguanosina
(dG) o con ADN en presencia de H202 produjo un incremento de la 8-hidroxilo-
2 deoxiguanosina (8-OH-dG) y roturas de la hebra de ADN. El vanadio (V)
rompe la cadena de ADN dependiente del oxigeno molecular de una forma
similar a la que se ha medido para la hidroxilacion de la dG (Valko et al., 2005).

Los complejos [V(IV)-OO-] pueden ser los responsables de la
estimulacién de la peroxidacion lipidica observada en un amplio nimero de
publicaciones (Scibior et al., 2006; Scibior et al 2009; Scibior et al 2010a y b;

Sanchez-Gonzélez et al., 2012a; Sdnchez-Gonzalez et al., 2012b).

En relacion al efecto del vanadio sobre las enzimas antioxidants (Figura
8) superoxido-dismutasa SOD, catalasa (CAT) y glutation paroxidasa (GPx),no
existe acuerdo. Algunos autores han descrito que el V(V) inhibe su actividad
enzimatica, mientras que otros no encuentran tal efecto. Ademas, se ha
investigado la interaccion del V(V) con GSSG y NADPH vy los efectos ejercidos
sobre la glutation reductasa (GR), los resultados obtenidos sugieren que la
interaccion con GSSG y NADPH contribuye al descenso de la actividad de la
GR. También se ha descrito la capacidad del V(IV) y V(V) para inhibir a la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-P-OH) lo que puede ocasionar un
descenso de los equivalentes reductores necesarios lo que contribuye a un
increment de los niveles de peroxido. Con respecto a la familia de la glutation
transferasa (GST) (citosdlica, mitocondrial y microsomal), se ha descrito que se
une al V(IV) pero que dicha unién no afecta su actividad (Scibior y Kurus,
2019).

Los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion, en relacion
a los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes en ratas diabéticas
tratadas con BMOV (IV), muestran que el complejo ocasiona un descenso en la
actividad de la GST y NQOL1 (quinina-oxidoreductasal). Incremento la actividad
de la CAT, mientras que la actividad de SOD, GR y GPx no se vio modificada

(Sanchez-Gonzélez et a., 2012a y Sanchez-Gonzalez et al., 2014a). Sin
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embargo, cuando se exponen ratas sanas a BMOV (IV) se aprecia un
descenso en la actividad de GPx, GST y NQO1, no observandose variaciones
en la actividad de la CAT (Sanchez-Gonzalez et al., 2012b).
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Fig. 8 Antioxidantes enzimaticos modulados por V and y su impacto sobre la
formacion de ROS y mecanismos de defensa antioxidante

V: vanadium; V5+: pentavalent vanadium; V4+: tetravalent vanadium; O2 :
superoxide anion radical; HO": hydroxyl radical; H202: hydrogen peroxide;
SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; GPx: glutathione peroxidase;
phGPx: glutathione peroxidase of lipid peroxides; GR: glutathione reductase;
GST: glutathione transferase; G-6-P-OH: glucose-6-phosphate dehydrogenase;
GSH: reduced glutathione; GSSG: glutathione disulfide; ROOH: organic
peroxide; LOOH: lipid peroxide; ROH: corresponding alcohol; LOH: lipid-
alcohol; R-X: electrophilic substrate; R-SG: glutathione adduct (glutathione
conjugate); NADP: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH:
reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (Tomado de Scibior y
Kurus, 2019).
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También se ha estudiado el efecto del vanadio sobre antioxidantes no
enzimaticos, se ha sugerido que la GSH es capaz de reducir V(V) a V(IV).
Dicha reduccién juega un importante papel en las primeras etapas del
metabolismo del V y puede ser indirectamente asociada a los mecanismos de
detoxificacion del V. Otro mecanismo de interaccion propuesto es la formacion
de complejos del V(IV) con GSH y la interaccién del V(IV) con la forma oxidada
de GSH (GSSG), lo que sugiere que ambas formas participarian en la
estabilizacion del V en el medio celular. La unién del V a GSH y su conversion
en GSSG puede ser un importante factor que contribuiria a incrementar el nivel
de peroxidos de la membrana. Por ultimo se ha sugerido que el acido ascorbico
es capaz de reducir el V(V) a V(IV) (Scibior y Kurus, 2019).

2.2.6. Vanadio y diabetes

A lo largo de las diferentes revisiones existentes sobre el rol biolégico del
vanadio y de algunos de los compuestos que forma, cabe destacar su funcién
hipoglucemiante y antihiperlipidémica (Figuras 9 y 10). También es importante
remarcar que las investigaciones actuales sitian que los complejos de vanadio
con ligandos organicos son mas efectivos y seguros que las sales inorganicas,

en modelos animales (Fedorova et al., 2014; Thompson y Orvig, 2006a).

El vanadio favorece el transporte y oxidacion de la glucosa, sintesis de
glucogeno, lipogénesis, inhibe la lipolisis y la gluconeogénesis. Sin embargo, el
vanadio no reduce la incidencia de diabetes en ratones prediabéticos no

obesos (Meyerovitch et al., 2000).

Las propiedades insulinomiméticas e hipoglucemiantes ocurren porque
el V es capaz de incrementar la actividad del receptor del factor de crecimiento
| similar a la insulina (IFG1), estimular la sintesis de glucégeno, incrementar el
namero del transportadores GLUT-4 en la membrana celular y disminuir la
gluconeogénesis. Sumado a esto, los compuestos del vanadio incrementan la
sintesis de acidos grasos, reduciendo la concentracion de glucosa en la
sangre. Gracias a estas propiedades mitéticas, bajas concentraciones de
compuestos del vanadio son capaces de inducir la regeneracion de las células

B-pancreaticas. Los exdmenes clinicos estan probando que los compuestos del
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vanadio pueden ser usados como farmacos antidiabéticos con una toxicidad
baja. Sin embargo, el intervalo de las concentraciones terapéuticas es muy
estrecho; a concentraciones tan bajas, algunos micromoles de compuestos de
vanadio, resulta inhibida la proliferacion celular, causan apoptosis, necrosis e

inflamacion (Korbecki et al., 2016).
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Figura 9. Efecto del vanadio en la cadena de sefalizacion de la insulina.

Un hito importante en el camino del conocimiento de las propiedades
antidiabéticas del vanadio, sobrevino con el descubrimiento del efecto de los
compuestos del vanadio como inhibidores de la proteina tirosina fosfatasa. La
proteina tirosina fosfatasa 1B, es un modulador negativo de la sefalizacion
mediada por receptores tirosina quinasa, lo cual provoca el bloqueo del
receptor de la insulina y conduce a una resistencia a ésta. La inhibicion de la
proteina tirosina fosfatasa viene estudi@ndose como diana terapéutica en el
tratamiento de la diabetes tipo 2, ya que se observé un aumento de su
expresion y de su actividad en el higado de ratones con resistencia a la insulina
inducida. El descubrimiento de este efecto del vanadio sobre la proteina

tirosina fosfatasa fue inesperado y tuvo lugar a partir de una preparacion
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comercial de ATP que contenia vanadio (Sigma Chemical Co.) Con esta
preparacion concreta, las tasas cataliticas en ensayos de ATPasa estandar
resultaron anormalmente bajas. La explicacion a este aspecto tuvo que esperar
hasta el desarrollo de diversos estudios posteriores, en los que se concluyo
que la inhibicion del transporte de cationes se originaba en el lado
citoplasmatico de la membrana de la célula y que el vanadato impedia un

cambio conformacional de la enzima desfosforilada. (Beaugé y Glynn, 1978)
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Figura 10. Mecanismo de accion propuesto para el vanadio en los
adipocitos de las ratas diabéticas. (Tomado de Goldwaser et al. , 2005)

Se ha demostrado que el vanadio tiene un potencial insulinomimetico e
hipoglucemiante, lo que se ha descrito tanto in vitro como in vivo en modelos
animales y, recientemente, en sujetos humanos con diabetes. (Sun et al., 2000;
Karmaker et al., 2008).La administracion de sulfato de vanadil reduce la
pérdida de peso corporal de las ratas diabéticas STZ (Goldwaser et al., 2000;
Meyerovitch et al., 2000; Kawabe et al., 2006; Sanchez et al., 2011). Diversos
compuestos de vanadio han demostrado reducir la poliuria, polidipsia y

polifagia presentes en la diabetes (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a).
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Iglesias-Gonzalez y colaboradores demostraron que la administracion de
sulfato de vanadil disminuye los niveles de hemoglobina glicosilada HbAlc en

ratas diabéticas-STZ (lglesias-Gonzalez et al., 2012).

El efecto del vanadio sobre la leptina y su implicacién en el desarrollo de
la diabetes mellitus es hoy dia objeto de investigacion. Nuestro grupo de
investigacion ha encontrado que en ratas sanas el tratamiento con BMOV
conduce a un descenso de los niveles séricos de leptina, lo cual deberia
ocasionar un incremento de la ingesta de alimento y del peso corporal, sin
embargo, el efecto que se observa es el opuesto, disminuye la ingesta de agua,
alimento y el peso corporal (Sanchez-Gonzalez et al., 2014b). Este hecho
parece encontrarse relacionado con que este metal activa la cadena de
sefalizacion (JAK2/STAT3) de la leptina, inhibiendo la sintesis del
neuropeptido Y (NPY) y su liberacion del hipotalamo (Wilsey et al., 2006). Esta
situacion daria lugar a un descenso del apetito y de la masa corporal.

Aunque se atribuye al vanadio un efecto lipogénico y antilipolitico, junto a
cierta capacidad para reducir la biosintesis de lipidos, colesterol total (CT), al
inhibir la 3-metil-glutari-coenzima A reductasa (3-HMG-CoA), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y triglicéridos (TG), los resultados obtenidos por diversos
autores son inconsistentes, dependiendo mucho del tipo de compuesto y dosis

empleada (Bermudez-Pefia et al., 2013; Trevifio et al., 2019).

2.2.7. Vanadio y hueso

Tras su absorcion el vanadio se deposita en diversos 6rganos,
particularmente en rifién, higado y hueso. Las interacciones del vanadio con
otros iones como el calcio no se encuentran bien establecidas. Algunos
compuestos de vanadio se han mostrado como agentes osteogénicos debido a
su accion sobre la formacion de colageno. Ademas, es conocida la capacidad
de los iones vanadato (VO4*) en el hueso para reemplazar al los iones fosfato
en la hidroxiapatita. También se ha sugerido que este hecho permite
incrementar la formacién del hueso en las ratas diabéticas (Facchini et al.,
2006).

45



Las incorporaciones del vanadato en el lugar del fosfato, solo produce
ligeras distorsiones en la estructura mineral del hueso. Estos hechos permiten
asumir que el hueso tiene un papel activo en los procesos de detoxificacién
cuando los organismos son expuestos a altas concentraciones de vanadio.
También se conoce que el i6n vanadil podria no incorporarse a la
hidroxiapatita, aunque es absorbido fuertemente en la superficie. Sin embargo,
algunos estudios han puesto de manifiesto relevantes interacciones entre el
oxovadio (IV) con el nitrégeno del colageno. Ademas, Los compuestos del
vanadio (IV) han mostrado resultados positivos en proliferacion, diferenciacion
y mineralizacion de la matriz extracelular en células 6seas MC3T3E1 en
cultivos. Estos estudios han sugerido que los complejos de V(IV) presentan
sobre los osteoblastos propiedades osteogénicas mas potentes que los
derivados de V(V) (Etcheverry et al., 2012). Otros autores han observado que
la administracién de NaVOs a ratas sanas disminuye el contenido de Ca
(Scibior et al., 2014) y no incrementa la peroxidacion lipidica en el hueso
(Scibior et al., 2018).

La osteopontina, glicoproteina asociada con el desarrollo de
osteoclastos y macréfagos se considera un factor importante en el metabolismo
0seo (ver apartado 1.3.2.). La relacion entre la osteopontina y el vanadio no
cuenta con muchos datos actualmente. Sun et al. (1997) no encontro relacion
entre la expresion in vitro de osteopontina y dosis citotoxicas de vanadio.
Posteriormente ha sido estudiada como factor susceptible al tratamiento con
vanadio y, por tanto, como elemento mediante el cual el vanadio podria, no
solo mejorar el metabolismo de la glucosa, sino también actuar sobre una de
las consecuencias negativas que subyacen a la enfermedad diabética, como es
el caso de la afectacion del hueso en este tipo de pacientes (Sanchez-
Gonzalez et al., 2017).

2.2.8. Bis(maltolato)oxovanadio (IV) (BMOV)

Es un compuesto de vanadio, que cuenta con ligandos no toxicos (figura
11). EI BMOV es absorbido rapidamente y extensamente distribuido a lo largo
de varios tejidos, acumulandose en gran medida en el fémur (Domingo et
al.,1995).

46



Este complejo ha demostrado ser mas efectivo que el sulfato de vanadilo
como agente hipoglucemiante, mejor tolerado que las sales de vanadio
inorganico, y ha ocasionado una disminucién de la glucemia en todos los
modelos animales diabéticos ensayados (Caravan et al,1995; Yuen et al,
1995). EI BMOV en estudios animales mostré que puede administrarse en el
agua de bebida con una eficacia equivalente a la de sulfato de vanadio. Un
estudio farmacocinético realizado con BMOV y VOSO4 demostré de forma
concluyente que el vanadio procedente del complejo, incrementaba la
captacion del vanadio en comparacion con el compuesto inorganico (Thompson
et al, 2006D).
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Figura 11. Bismaltolato oxovanadium (BMOV)

Desde hace una década, nuestro grupo de investigacion viene
estudiando tanto “in vivo” como “in vitro” el efecto de la exposicion a BMOV,
con la finalidad de aportar conocimiento sobre su actividad farmacolégica como
agente hipoglucemiante, su relacion con el estrés oxidativo e inflamatorio, sus

interacciones con otros elementos nutricionalmente esenciales y su toxicidad.

Los resultados obtenidos en estos estudios han mostrado que el
tratamiento con BMOV a ratas a las que se les ha inducido la diabetes con
STZ, mejora la hiperglucemia y hemoglobina glicosilada (lglesias-Gonzalez et
al., 2012) el estrés oxidativo e inflamatorio, la expresion genética de la
hepcidina y osteopontina, junto a alteraciones en la homeostasis de diversos
micronutrientes como el Mg (Sanchez et al., 2011; Bermudez-Pefia et al.,
2013), Se (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a), Fe (Sanchez-Gonzélez et al.,

2014a) y Ca (Sanchez-Gonzalez et al., 2017) ocasionados por la diabetes. La

47



exposicion de ratas sanas al complejo de vanadio, empeora el estrés oxidativo
e inflamatorio y la homeostasis del Se (Sanchez-Gonzélez et al., 2012b) y Fe,
mientras que no parece alterar la homeostasis del Mn (Sanchez-Gonzalez et
al., 2014b).

En los estudios realizados “in vitro” con el BMOV, hemos observado que
la exposicién al complejo conduce a dafios del DNA nuclear y mitocondrial en
células HepG2 y gue la exponsicion conjuntaaVy Mn,Vy Cuo V,Mny Cu
mejora los dafios observados en el DNA y la viabilidad celular (Rivas-Garcia,
2018, Rivas-Garcia et al., 2020)

2.3. CALCIO

El calcio es el elemento mas abundante en el organismo. Los cristales
de hidroxiapatita en diente y esqueleto suponen el 99% del almacén de calcio
del organismo. Sin embargo, el 99% del calcio del esqueleto no esta disponible
para la homeostasis inmediata. Para este fin, solo contamos con un 1%

disponible que se encuentra en plasma y fluido extravascular.
2.3.1 Contenido corporal
Calcio extracelular

El calcio en sangre existe en una concentracion entre 2,25y 2,75 mM
(2,5 mM de media que corresponde aproximadamente a 9,5 mg/dL), cantidad
gue suele descender lentamente con la edad, lo que se correlaciona con los

niveles plasmaticos de albumina.
El calcio extracelular se encuentra en tres formas distintas:

. Unido a proteinas plasmaticas, principalmente albuminas y globulinas
(40%). El grado de union depende del pH, de tal modo que si es acido ésta es

menor.
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. Combinado en distintas sustancias del liquido extracelular (sangre y
liquido intersticial) como citrato y fosfato de tal modo que puede difundir, pero

no esta en forma ionizada (10% del contenido plasmaético total).

. Calcio ionizado, y por tanto capaz de difundir que es la forma
fisiol6gicamente activa (50% del contenido plasmaético total), cuya actuacién se

trata con detalle posteriormente.
Calcio 6seo

La estructura 6sea esta compuesta de un 35% en peso de una matriz
organica (colageno (94%), sustancia fundamental (5%) y lipidos (1%)) y un

65% de componentes inorganicos (calcio y fosfato principalmente).
El calcio 6seo se encuentra en dos formas:

a) Calcio intercambiable o difusible, el cual es facilmente depositado y
reabsorbido, encontrandose mayoritariamente constituyendo cristales amorfos
de fosfato monocélcico poco fijados al hueso, lo que permite que se movilicen
con facilidad.Representa tan sélo de 5 a 10 g, es decir, un 1%
aproximadamente del calcio 6seo total.

b) Calcio en depdsito, es menos intercambiable, constituyendo el resto del
calcio, o sea el 99% del calcio 6seo. Se encuentra principalmente formando
cristales de hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)2] en los cuales ademas hay en baja
proporcion otros iones como sodio, potasio, magnesio, fluor, carbonatos,
citratos, etc. La relacion normal calcio/fosforo en el hueso es de 1,5/1,
ligeramente menor que la que se encuentra cuando se considera solo el

hidroxiapatita (Mataix y Llopis, 2015).
Tipos de hueso

Morfologicamente existen dos tipos de hueso: cortical o compacto y

trabecular o esponjoso.

a) Hueso compacto: Constituye el 80% de la masa esquelética. Forma la
superficie externa de la totalidad de los huesos, encontrandose la mayor parte

en la diafisis de los huesos largos. Se compone de laminas concéntricas
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dispuestas alrededor de pequefos canales (sistemas de Havers). Su

remodelado es lento.

b) Hueso esponjoso, reticular o trabecular: Esta constituido por una malla rigida
de hueso mineralizado que forma la mayor parte de las vértebras, también esta
presente en la epifisis de huesos largos y cresta iliaca. Reprenta el 20% de la
masa esquelética. Las trabéculas se disponen para resistir fuerzas
deformantes y su nimero, tamafio y distribucién aparecen en relacién con
estas fuerzas. Este hueso proporciona un gran area de superficie y es la parte
metabolicamente mas activa del esqueleto, con una velocidad de recambio

mucho mayor que la del hueso compacto (Sosa y Gémez de Tejada, 2004).
Dinamica 0sea

Durante el primer trimestre de gestacion el depdsito de calcio en el feto
es muy escaso, apreciandose incrementos significativos y graduales desde ese
momento hasta llegar al ultimo trimestre del embarazo, en donde aumentan los
contenidos calcicos fetales debido al incremento de los niveles maternos de

parathormona (PTH) y de la absorcion intestinal de calcio. Al final de la

gestacion los niveles corporales fetales del mineral alcanzan unos 20-30 g.

El crecimiento y calcificacion ésea en la infancia requiere una retencion
media de calcio de 150 mg/dia, alcanzando en la adolescencia una retencion
maxima de entre 275 mg/dia y 500 mg/dia, lo que esta justificado por el estiron

puberal y la calcificacion de los cartilagos epifisarios.

En la edad adulta existe un equilibrio entre depdsito de calcio y
reabsorcion 6sea (remodelado 6seo) que es de aproximadamente 180 g de
calcio al afio (15-18% de turnover anual) y que permite que no haya cambio
neto en la masa 6sea. El remodelado es un ciclo continuo de formacion y

destruccion que se produce a lo largo de la vida en los humanos.

A patrtir de la cuarta o quinta década de la vida se produce una alteracion
de ese equilibrio, predominando la reabsorcién (destruccion) ésea sobre la
deposicion (construccion), como consecuencia de lo cual hay una pérdida de
masa 6sea que es variable especialmente en funcién del sexo, siendo mayor

para la mujer, en donde esa pérdida puede alcanzar el 1% al afio. La citada
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disminucién es independiente de las variaciones en la ingesta calcica y otros

habitos alimentarios.
La formacién y reabsorcion 0seas dependen de tres tipos de células:

a) Osteoblastos. Los osteoblastos proceden de células progenitoras
mesenquimales, las cuales son atraidas por proteinas 0seas, denominadas
factores de crecimiento esquelético y que dan lugar a su diferenciacion en
osteoblastos. Estos son responsables de la formacion ésea, siendo

responsables de sintetizar, segregar y mineralizar la matriz 6sea.

b) Los osteocitos. Son osteoblastos diferenciados que han formado la matriz

organica y se encuentran embebidos y rodeados por material 6seo.

c) Osteoclastos. Son células multinucleadas que proceden de la fusiéon de
células precursoras que son las mismas que dan lugar a monocitos circulantes

y macréfagos tisulares, y son responsables de la destruccion 6sea.

Osteopontina

La osteopontina, glicoproteina asociada con el desarrollo de
osteoclastos y macréfagos, y por consiguiente un factor importante en la
remodelacion 6sea, se encuentra en diversos fluidos corporales como el suero,
leche, fluido seminal y orina. Es sintetizada en diversos tipos tejidos como
fibrolastos, preosteoblastos, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, algunas
células de la médula 6sea, células musculares lisas, mioblastos del masculo
esquelético, y macréfagos. Encontrandose en diversos tejidos como rifién,
cerebro, higado, tracto gastrointestinal, epitelio uterino, etc (Ramaiah and
Rittling, 2008). La osteopontina incrementa el potencial invasor de las células
cancerigenas participando activamente en la progresion y metastasis (Boudjadi
et al., 2013; Shevde y Samant, 2014).

Se ha puesto de manifiesto que la hipocalcemia y la hipofosfatemia,
factores que promueven la sintesis 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3)
estimula la expresién de OPN en el hueso (Kasugai et al., 1991), la
diferenciacion de los osteoclastos vy la resorcion 6sea (Sodek et al., 2000). La
OPN también se encuentra asociada con el desarrollo de los osteoclastos y

macrofagos y constituye un importante factor en el remodelado 6seo (Khales et
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al., 2014). Durante la mineralizacion normal del hueso, la ostepontina de los
osteoclastos inhibe la formacion de hidroxiapatita (Hunter et al., 1996) al iniciar
el proceso por el cual los osteoclastos desarrollan el borde en cepillo para
iniciar la resorcion ¢sea. La asociacion entre expresion de OPN y la formacion
de cristales sugieren una funcién en los procesos de mineralizacion inhibiendo
el crecimiento de cristales (Sodek et al., 2000). Se ha sugerido que la OPN
incrementa la supervivencia de los osteoclastos y la resorcién 6sea mediante
activacion de NFTA (calcium-nuclear factor of activated T cells), lo cual se ha
relacionado con la supervivencia de los osteoclastos y la resorcion 6sea
(Tanabe et al., 2011).

Los niveles plasméaticos de OPN se han encontrado asociados con
diversos procesos inflamatorios. Se ha observado que juega un importante y
conflictivo papel en el sistema inmunitario pudiendo actuar como pro y anti-
inflamatorio en respuesta a dafios en los tejidos (Denhardt et al., 2001). La
expresion de OPN también ocurre tras la exposicion de células a citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF a), interleucina IL-
18 (IL-B), IL-2, IL-3, NO, angiotensina Il, factor de transformacion de los
fibroblastos B (TGFB). Los mecanismos moleculares que regulan la expresion
de la OPN en los macréfagos durante la inflamacion no es bien conocido
(Kahles et al., 2014).

Se ha demostrado que la expresion de OPN incrementa el potencial
invasivo de las células cancerigenas y juega un importante papel en la
progresion del cancer (Sudhir et al., 2012). La osteopontina se encuentra
sobrexpresada en tumores humanos y con frecuencia correlaciona con la
agresividad de los tumores (Denhardt et al., 2001). Se ha sugerido que la La
OPN promueve la metastasis al incrementar el crecimiento del tumor, la
migracion celular y la degradacion de la matriz extracelular (Boudjadi et al.,
2013). Ademas, se ha mostrado critica en la metastasis de los cancer de
mama, colon e higado (Li et al., 2013). Su aparente capacidad para
incrementar la supervivencia celular por inhibicién de la apoptosis, podria
explicar por qué la metastasis de las células tumorales incrementa cuando
incrementa la expresion de la OPN (Sodek et al., 2000; Denhardt et al., 2001).
Actualmente se ha mostrado que puede ser un Gtil biomarcador para indicar la
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progresiéon de multiples tipos de cancer (Shevde y Samant, 2014). La
osteopontina también se ha asociado con la diabetes, aunque su rol no esta del
todo claro, algunos autores apuntan a un aumento de la susceptibilidad frente

al desarrollo de diabetes tipo 1 (Khales et al., 2014).
2.3.2. Funciones fisioldgicas del calcio

Las funciones del calcio se pueden englobar en diferentes tipos:

a) Estructural

Como se acaba de comentar, el calcio es un compuesto clave en la
configuracion estructural del hueso y dientes, representando este papel el 99%

del total corporal como ya se ha indicado.
b) Mensajero intracelular

El calcio es uno de los mas conocidos mensajeros intracelulare, ya que
controla un amplio rango de procesos celulares. El radio i6nico del calcio y su
capacidad para formar enlaces de coordinacion (reversibles) con hasta doce
atomos de oxigeno (como por ejemplo de los aminoacidos glutamico y
aspartico), le permite localizarse en los pliegues de cadenas peptidicas,
interactuando con ellas y haciendo posible la activacion de funciones
especificas de las correspondientes proteinas. Algunas proteinas relacionadas
con el célcio son: Calbindina (participa en el depdsito y transporte de Ca),
calmodulina (rregulacién de proteincinasas), Fosfolipasa A (sintesis de acido
araquiddnico), proteincinasa C (fosforilacion de proteinas), troponina C
(contraccion muscular). Existen diversas funciones adscritas al calcio, como la
excitabilidad nerviosa, la contraccidén muscular, movimientos y adhesion celular,
secreciones glandulares, procesos de division celular y transcripcion genética.
El mecanismo de accién del calcio seria el de participar como un transmisor de
la informacién desde el exterior al interior celular, y como un activador de
proteinas funcionales. El calcio implicado en este mecanismo seria el calcio
ionizado, que es el transmisor biolégico de sefiales mas comun (Salido, 2009;
Feno et al., 2019)
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Situacion de reposo celular

En reposo muchas células requieren calcio para, debidamente activadas,
llevar a cabo su funcion. El cation a nivel citosolico debe estar a una
concentracion extremadamente baja, puesto que en caso contrario la activacion
simultdnea de proteinas funcionales dependientes de calcio podria conducir a
la disfuncion o muerte celular. La concentracion del calcio ionico citosolico es
de aproximadamente 0,1 mmol, que es diez mil veces inferior a la que existe a

nivel extracelular, lo cual es posible por diversos mecanismos:
- Limitada permeabilidad para el calcio de la membrana plasmatica.

- Eliminacién del cation desde el citosol por expulsion al exterior celular
mediante una bomba ligada a una ATPasa Ca?* 1b, que es activada por una
calmodulina intracelular que a su vez se estimula por calcio y se inhibe cuando
disminuyen los niveles citosélicos del mismo. También se reducen los niveles
citados secuestrando el calcio en organulos celulares, concretamente el
reticulo endoplasmico/ reticulo sarcopldsmico en musculos, merced también a
una bomba activada por una ATPasa Ca?* 1b y la mitocondria mediante el
transportador de Ca?* y el intercambiador Na*/Ca?*. Existen a su vez otros
mecanismos que actian sobre el flujo de calcio iénico a través de la membrana
plasmética, pero son al parecer de menor trascendencia que los acabados de

describir.
Situacion de activacion

La activacion celular se produce por diferentes tipos de estimulos
internos o externos (fisicos, quimicos, eléctricos), como puede ser una
hormona o un neurotransmisor al interactuar con un receptor o una proteina G
de membrana. Esto puede permitir la entrada de calcio desde el liquido
extracelular al interior celular, a través de canales especificos para el cation no
dependiente del voltaje y el intercambiador Na*/Ca?*, elevando los niveles de
calcio citosolico (Figura 12). Ademas, las células excitables contienen canales
especificos de calcio en la membrana plasmética dependientes del voltaje, que
se genera en las mismas. De esta manera el calcio entra en gran cantidad en el
interior celular. El calcio que alcanza el citoplasma en esta situacion, también

puede proceder de organulos celulares como reticulo endoplasmico/ reticulo
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sarcoplasmico a través del receptor de trifosfato de inositol (IPsR) o la
mitocondria mediante el intercambiador Na*/Ca?* y el poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (PTPm) (Goérlach et al., 2015).
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Figura 12. Transporte de calcio en la membrana plasmaética, reticulo
endoplasmico membrana mitocondrial. NCX — intercambiador sodio-calcio;
VDCC - canales voltaje-dependientes de calcio; PMCA —Calcio-ATPasa; ROC
— receptor de canales; SERCA —ATPasa del reticulo sarco/endoplasmico
;IP3sR— receptor del trifosfato de inositol; mPTP — poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial; MCU — uniporte mitocondrial de calcio (Tomado de
Gorlach et al., 2015).

c) Cofactor proteico

El calcio es asimismo un cofactor de proteasas diversas que estabiliza y
potencia su actividad entre las cuales se encuentran la gliceraldehido
deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa.
Asimismo es un cofactor fundamental para la actuacion de diversos factores de

coagulacion (Stipanuk, 2006).

2.3.3. Metabolismo del calcio
Absorcién

La absorcion de calcio dietético tiene lugar a nivel intestinal y depende

de algunos factores como la edad, la cantidad ingerida, la presencia de
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compuestos dietéticos como la lactosa y ciertos aminoacidos, o la
concentracion en plasma de ciertas hormonas, como la vitamina D, que
favorecen su absorcion; o por el contrario de la existencia de otros como
oxalatos y fitatos que la dificultan. Atendiendo a estas consideraciones, la
absorcion total puede ir del 25 al 70%. Durante el periodo de crecimiento
(periodo de formacion de masa 6sea) la absorcion alcanza hasta el 75%,
mientras que en los adultos disminuye al 30-60%. Otros factores, como la
practica de ejercicio fisico regular, estimulan la absorcion intestinal y el
depdsito de calcio en el hueso, mientras que la pérdida de masa 6sea se ve

favorecida por el sedentarismo.

El calcio se absorbe por el epitelio intestinal o bien a través de la célula

(via transcelular) o bien también entre las células (via paracelular).

El transporte transcelular (Figura 13) es un proceso activo saturable, que
se encuentra finamente regulado, localizandose en el intestino proximal,
principalmente duodeno y yeyuno proximal. Probablemente el calcio entra en
las células duodenales mediante canales dependientes de vitamina D
(elementos vitamina D dependientes capaces de fijar calcio). En este sentido
se ha identificado en la membrana en cepillo dos miembros de la subfamilia de
proteinas V capaces de fijar calcio dependiente de vitamina D (TRPV6/5). La
entrada se realiza a favor de un gradiente electroquimico de tal manera que
probablemente esta proteina no sea un factor limitante en el transporte de
calcio transcelular. Una vez que el calcio ha penetrado en el enterocito, éste
difunde a través del interior celular hasta la membrana basolateral, donde tiene
lugar su salida. La difusion intracelular de calcio se lleva a cabo mediante una
proteina citosolica fijadora de calcio (CaBP: Calcium Binding Protein)
denominada calbindina D9K, estando aquella difusién en proporcion directa a la
cantidad de la CaBD, otras proteinas ligandos como la calmodulina también
podrian participar en menor grado. La hormona D regula asimismo la sintesis
de calbindina D9K a través de la transcripcion de DNA, una vez fijada aquélla a
los especificos receptores nucleares. La salida del calcio de la célula por la
membrana basolateral se lleva a cabo contra un gradiente quimico y es
realizada por una ATPasa Ca?* 1b (PMACub), también al parecer dependiente

de la hormona D. Ademas de la ATPasa Ca?*, muchas células contienen
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intercambiadores Na*/Ca?*, pero este sistema no se encuentra tan
ampliamente distribuido como el anterior en las células duodenales. Existen
algunas evidencias de que el Ca?* también puede ser transportado a través de
la célula mediante vesiculas (endosémicas y lisosémicas) y salir de la célula
mediante exocitosis (Figura 13). Ademas, los canales de calcio voltaje
dependientes tipo-L subtipo 1.3 (Ca, 1.3) también participan en la captacion
intestinal de Ca en presencia de nutrientes despolarizantes en el lumen como

glucosa o galactosa y algunos aminacidos (Wongdee et al., 2018).
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Figura 13. Transporte transcelular de calcio (Modificado de Tortora y
Derrickson, 2016)

La segunda ruta de absorcion es el transporte paracelular, este permite
el paso de calcio por los espacios intercelulares. Esta ruta de transporte puede
ser pasivo (dependiente de gradiente) o activo (dependiente de energia). En
este Ultimo caso la energia es generada por una salida sodio desde los
enterecitos lo que crearia un espacio hiperosmoético en el espacio paracelular
que ocasionaria una difusion de agua (corriente de agua) desde el lumen al
plasma arrastrando las pequefias moléculas permeables incluido el calcio. En
cuanto al transporte paracelular pasivo el transporte de calcio se encuentra

dirigido por el gradiente de concentracion entre el lumen y el plasma y participa
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fundamentalmente cuando existen altas ingestas de cation. Este transporte
también viene determinado por el tamafio y las propiedades de la carga
selectiva de las uniones apretadas, que crean barreras especificas al ion. Las
claudinas son la mayor familia de proteinas asociadas a las uniones apretadas.
Las claudinas -2, -12 y -15 tienen un papel significativo en el transporte
paracelular de calcio. La claudina -2 tiene aminoacidos cargados
negativamente en el dominio extracelular que sobresale formando un poro. La
claudina cargada negativamente es permeable a los cationes. Cuando se

sobreexpresa el calcio es facilmente permeable (Wongdee et al., 2018).

A bajas ingestas de calcio, el transporte activo o transcelular es el que
actua promoviendo la absorcién del cation, pero cuando la ingesta aumenta y el
citado mecanismo esta saturado, el sistema utilizado es el paracelular. Algunas
sustancias que incrementan la absorcién de calcio como lactosa, aminoacidos
(L-lisina), triglicéridos de cadena media o algunas sustancias anfipaticas como
las sales biliares, actian a través de esta via paracelular (Stipanuk, 2006;

Tortora y Derrickson, 2016).

La absorcion del cation puede verse afectada por factores hormonales y

dietéticos.

Entre los factores hormonales encontramos: La 1,25
dihidroxicolecalciferol (1,25(OH)2Ds), u hormona D, es un importante regulador
de la absorcion de calcio. Como anteriormente se ha comentado, el transporte
transcelular requiere la actuacion hormonal que incrementa la entrada de calcio
en la célula. Asimismo, la sintesis de la proteina intestinal transportadora de
calcio calbindina es hormona D dependiente y de la hormona también depende
el aumento de la actividad de la ATPasa Ca?*. La hormona paratiroidea
(parathormona o PTH) aumenta el transporte intestinal del cation, de manera
indirecta, estimulando la sintesis del 1,25(0OH)2Ds. La calcitonina no afecta el
transporte intestinal de calcio. La cortisona y otros corticoides, a altas dosis,
pueden disminuir la absorcién del ion. Otras hormonas relacionadas con la
citada absorcién son la hormona del crecimiento y somatomedina, estrégenos
(probablemente no actuen directamente), hormonas tiroideas, insulina y
glucagon. Precisamente los aumentos de absorcidon en gestacion y lactacion se
explican por la situacion endocrina en estas dos condiciones fisiolégicas.
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Asimismo se explica en gran parte la menor absorcion en la postmenopausia y
en la edad avanzada. Recientemente se han descrito dos factores, el factor de
crecimiento de los fibroblastos (FGF-23) y la estanniocalcina que disminuyen
al absorcion de calcio evitando la excesiva absorcion de calcio en
determinadas condiciones. El FGF-23 activa el receptor sensible al calcio
(CaSR) lo que disminuye la absorcién en el intestino delgado pero la incrmenta
en el intestino grueso. La estanniocalcina disminuye la expresion de los
transportadores TRPV6/5 y de la calbindina (Stipanuk 2006; Tortora y
Derrickson, 2016; Wongdee et al., 2018)

En relacion a los factores dietéticos se ha sugerido que el fosfato y
ciertos iones (sodio, potasio, estroncio, magnesio) disminuyen la absorcion
intestinal de calcio. Asimismo, se ha indicado la existencia de sustancias
guelantes capaces de precipitar el mineral, disminuyendo la proporcién de
calcio disponible para ser absorbido, entre las cuales se encuentran los
oxalatos y fitatos. El inhibidor mas potente de la absorcion del mineral es el
acido oxalico cuya funcion en el reino vegetal es precisamente fijar el calcio
para impedir la muerte celular. En sentido contrario, mejorando la absorcion, se
encuentran azucares (lactosa, sacarosa) y ciertos aminoacidos (lisina,
arginina). El papel de la lactosa es controvertido pues parece que es cierto en
lactantes, pero deja de favorecer en adultos. La calidad y cantidad proteica
mejoran la absorcion del mineral y la grasa solo tiene un efecto reductor en el
caso de esteatorrea al formarse jabones insolubles de sales célcicas de los
acidos grasos. Ademas, el ejercicio fisico realizado de forma regular estimula la
absorcion, mientras que el sedentarismo favorece la desmineralizacion del
hueso (Mataix y Llopis, 2015; Wongdee et al., 2018).

Distribucion
El calcio absorbido entra a formar parte del pool circulante extracelular, a
partir del cual es captado por todos los tejidos del organismo, estableciéndose

una especial relacion con el hueso. El pool extracelular de calcio esta en

equilibrio con el pool éseo de tipo intercambiable (Figura 14).
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La regulacion homeostatica del calcio plasmaético se lleva a cabo de una

manera muy exacta. Para ello se precisa de la actuacion de varias hormonas

gue actdan a nivel del calcio intercambiable.
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Figura 14. Balance corporal de calcio (Tomado de Mataix y Llopis, 2015)

Cuando la concentracion de calcio plasmatico disminuye se libera

parathormona (PTH) que produce los siguientes efectos:

*Aumento del aclaramiento renal de fosfato, para no disminuir la relacion Ca/P.

*Activacion de la vitamina D para producir la forma activa u hormona D

(1,25[OH]2 Ds), que incrementa la absorcion intestinal de calcio.

*Activacion de las zonas de reabsorcién 6sea, con aumento de la actividad

osteoclastica.

*Aumento de la reabsorcion tubular renal de calcio.

Para estos dos ultimos efectos la PTH actua sinérgicamente con la hormona D.

El riesgo de una hipercalcemia se evita a través de la calcitonina, la cual

reduce o detiene la actividad osteoclastica, disminuyendo la reabsorcién ésea.
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En la figura 14 se muestran las hormonas implicadas en la reabsorcién y
deposicion de calcio. Otras hormonas implicadas en los movimientos del calcio
del hueso son la insulina, hormona de crecimiento, estrégenos,

glucocorticoides y hormonas tiroideas.
Excrecion

El calcio se excreta por via renal y por via gastrointestinal. La fraccion de
calcio de la dieta que no ha sido absorbida, responde al calcio fecal, asi como

restos celulares de la mucosa, jugos digestivos vy bilis.

La cantidad de calcio filtrado a través del glomérulo renal esta
determinada por la tasa de filtracion glomerular y la concentracién plasmatica
de calcio ultrafiltrable (calcio ionizado mas el unido a aniones de bajo peso
molecular, no el unido a proteinas). Del calcio filtrado mas del 98% se absorbe
a nivel tubular renal, haciéndolo dos terceras partes en el tibulo proximal y el
tercio restante en el asa de Henle, tubulo contorneado distal y tibulos
colectores. El calcio no reabsorbido se excreta en la orina.

En el tabulo proximal el calcio del lumen de la nefrona es reabsorbido
por via paracelular mediante un mecanismo pasivo no bien establecido y en
menor proporcién por via transcelular, lo cual implica una entrada en la célula
mediante canales de calcio y salida fundamentalmente via ATPasa Ca?*. A
nivel de la porcién delgada del asa de Henle la reabsorcion es minima,
mientras que en la rama gruesa ascendente hay un transporte
fundamentalmente pasivo. En el tubulo contorneado distal la reabsorcion se
produce basicamente por transporte activo y en el colector por via paracelular
Figura 13). La hormona Ds incrementa la reabsorcion transcelular de calcio en
el tubulo contorneado distal de manera analoga a como lo hace en el intestino,
permitiendo la sintesis de la CaBP (calbindina D28K). Ademas de la vitamina
D, el otro gran regulador de la excrecion renal de calcio es la parathormona
(PTH) que incrementa la reabsorcién tubular del i6n mientras incrementa la
excrecion de fosfato. EI mecanismo podria ocurrir incrementando la sintesis de
AMPc (Figura 15). Los estrogenos disminuyen la excrecion del calcio (Stipanuk,
2006; Tortora y Derrickson, 2016).
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Figura 15. Excrecion renal de calcio

La proteina afecta al calcio 6seo en dos sentidos. La deficiencia conduce
a la descalcificacion especialmente en la mujer y el exceso también, aunque los
mecanismos en este caso son varios, destacando la acidez producida por el
sulfato proveniente del metabolismo de aminoacidos azufrados. El calcio
alimentario guarda una relacion, que es de tipo exponencial, con el urinario, de
forma que grandes variaciones en la ingesta conducen paralelamente a leves
cambios en la excrecion. Por otra parte la excrecion urinaria esta mas afectada
por la absorcion de calcio intestinal que por la ingesta, de tal modo que cuanto
mas eficaz sea la absorcion mayor sera el cambio absoluto en el calcio urinario
para una determinada ingesta de ese elemento. También existen pequefias
pérdidas a través del sudor, piel descamada, pelo y ufias (Mataix y Llopis,
2015).

2.3.4.Deficiencia

Las causas mas importantes por las que se produce deficiencia de calcio
y desmineralizacién ésea son escaso aporte de vitamina D, insuficiente

suministro de calcio a través de la dieta, excrecion aumentada del catién,
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relacion Ca/P muy baja en la dieta y todos los factores que estimulan la
secrecion de la PTH. Los factores implicados en la desmineralizacion 6sea
progresiva con la edad son: disminucion de la relacion estrégenos/andrégenos,
menor actividad fisica y el tipo de dieta consumida. El ejercicio fisico realizado
con regularidad a lo largo de la vida reduce significativamente las pérdidas de
mineral a expensas del esqueleto 6seo. Por el contrario, la ausencia de
actividad fisica lleva consigo el incremento de la velocidad de
desmineralizacion de los huesos. Aun no esta claramente demostrado el
mecanismo por el que ocurren estos hechos, pero de alguna forma deben

influir PTH y calcitonina (Mataix y Llopis, 2015).

2.3.5.Toxicidad

Una hipercalcemia no se produce por ingestién de alimentos y sélo
ocurre por ingestion de grandes cantidades de calcio medicinal, generalmente
tomado junto con sustancias alcalinas que elevan el pH urinario facilitando la
precipitacion de calcio a nivel renal. La hipercalcemia puede llegar a producir
una pérdida importante de tono muscular, estrefiimiento, poliuria, nduseas y
finalmente confusion mental, coma y muerte. En cuanto a problemas de litiasis
renal por ingesta excesiva de calcio, no ocurre practicamente nunca salvo en
casos muy concretos e individuos susceptibles. Cuando esa situacion sucede
se debe mas bien y fundamentalmente a una gran excrecién urinaria de calcio,
en general producida por una reabsorcion 6sea aumentada (Mataix y Llopis,
2015).

2.3.6. Calcio y estrés oxidativo

Es conocido que los oxidantes causan un rapido incremento de la
concentracion del Ca?* en el citoplasma en muchos tipos de células. Este
incremento parece deberse a la liberacion de calcio desde los depdsitos
intracelulares como el reticulo endoplasmico/sarcopladsmico, asi como como a
la entrada desde el espacio extracelular a través de la membrana plasmatica,
dependiendo del tipo de oxidante y el nivel de estrés oxidativo. Se ha
observado que un estrés oxidativo medio, causado por moderadas
concentraciones de peroxido de hidrégeno solo incrementa la concentracion de

Ca?* citos6lico desde los depésitos intracelulares (reticulo
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endoplasmico/sarcoplasmico), mientras que un estrés oxidativo alto provoca
una elevacion del ién en el citosol desde depdsitos intracelulares y espacio
extracelular (Ermak y Davis, 2001; Salido, 2009). Por tanto, el papel del calcio

como mensajero intracelular se encuentra afectado por el estrés oxidativo,

Las interacciones entre especies reactivas de oxigeno (ROS) y calcio
son bidireccionales, los ROS pueden regular la mision intracelular del calcio,
mientras que el calcio es esencial para la produccién de ROS, activando
enzimas que generan la formacion de radicales libres. Sin embargo, estas
interacciones son dependendientes del tipo de célula y tejido, se han estudiado
con profundidad en el tejido cardiaco y en enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson o Alzheimer (Goérlach et al., 2015). Los oxidantes pueden
atacar las membranas celulares originando peroéxidos lipidicos que activan la
fosfolipasa A2, y alteran la homeostasis del Ca?* el cual, a la vez, modula la
actividad de la fosfolipasa Az en las células endoteliales, proceso en el que se
encuentra implicada la protein kinasa C y el trifosfato de inositol. Ademas, los
altos contenidos de Ca?* citosélico pueden activar otros enzimas que producen
radicales libres como el éxido nitrico sintetasa. Por tanto, al elevar los
contenidos citoplasmaticos de Ca?*, los oxidantes pueden aumentar la
produccion de oxidantes e incrementar los niveles de Ca?* (Salido, 2009;
Ermak y Davis, 2001).

La mitocondria es un organulo que juega un papel fundamental en la
produccion de energia y en el control de muchos procesos incluido la muerte
celular. La cadena transportadora de electrones, la mayor fuente de ATP en la
célula, se encuentra acoplada con la produccion de ROS que (Figura 5),
mantenida en niveles fisiologicos por el eficiente sistema antioxidante de la
mitocondria. Se conoce que rapidos cambios en los niveles de ROS, acoplados
a funciones esenciales celulares, son fundamentales en los procesos de
sefalizacion celular. El calcio mitocondrial tiene en estos procesos un papel
fundamental ya que participa en los estimulos de activacion celular y
produccion de ROS, fendmeno que juega un papel crucial en el mantenimiento

de la homeostasis celular en diversos tejidos (Gorlach et al., 2015).

La concentracion de calcio en la mitocondria es dependiente de la
citoplasmatica, esta depende del flujo del i6n a través de los canales del
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reticulo endoplasmico/sarcoplasmico y de la membrana plasmética . En la
mitocondria, en condiciones fisiolégicas, la captacion el Ca?* promueve la
sintesis de ATP al estimular las enzimas del ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa, el incremento de la tasa metabdlica ocasionaria un mayor consumo
de oxigeno, provocado por un incremento de la actividad de la cadena
transportadora de electrones que conduciria a la génesis de ROS que son
contrarrestados por la actividad del sistema antioxidante mitocondrial. También
hay evidencias de que el estado metabdlico de la mitocondria determina el
efecto del Ca?* sobre la formacién de ROS en la misma. Cuando el potencial
de membrana es alto, la captacién de Ca?* ocasiona un descenso en la
generacion de ROS. Sin embargo, cuando el potencial de membrana esta
préximo a la despolarizacion, se estimula la formaciéon de ROS dependiendo
de la carga de Ca?*. Los cambios rapidos en el Ca?* citosoélico afectan de
modo importante el contenido de Ca?* en la mitocondria aunque de una
duracion muy corta, equilibrado por la salida del cation. Sin embargo, en
condiciones patolédgicas, donde las concentraciones de Ca?* citosélico se
encuentran elevadas de forma sostenida, la entrada de Ca?* en la mitocondria
resulta desmesurada y conduce a efectos como la activaciéon del sistema
uniporte de Ca?* mitocondrial, con la consiguiente saturacion de los sistemas
de salida de calcio, obteniendo como resultado cambios drasticos en el interior

de la mitocondria (Figura 16).

La sobrecarga de Ca?* en la mitocondria facilita el ensamblaje y
apertura del PPTm, que permite el paso al citoplasma de moléculas de tamafio
inferior a 1,5 kDa (factores pro-apoptoticos). La consecuente despolarizacion
permanente de la membrana conduce a un descenso en la produccion de ATP,
descoplamiento de la fosforilacién oxidativa, transporte inverso de electrones y
reduccion de NAD* a NADH. Proceso que ocasiona un fuerte incremento de la

produccion de ROS.
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Figura 16. Interacciones Ca2*-ROS entre el reticulo sarco/endoplasmico y
mitocondria. SERCA — reticulo sarco/endoplasmic Ca?* ATPase; Receptor IP3R
— IP3receptor del trifosfsto de inositol; VDAC — canal voltaje-dependiente; ANT
— transportador de adenina-nucleotido; mPTP — poro de permeabilidad
transitoria; MNCX — intercambiador mitocondrial sodium/calcio. (Tomado de
Gorlach et al, 2015)

Cuando el equilibrio redox se altera, debido a un alto acimulo de ROS,
se ven influenciadas un gran numero de rutas de sefializacion celular, lo que
conduce a una disfuncién celular y al desarrollo de diversas patologias
(cardiovasculares, musculares, neurodegenerativas, diabetes y cancer). Por
tanto, el calcio mitocondrial y los ROS son dos entidades funcionales que
deben cooperar de modo coordinado, con el fin de contribuir a mantener la

homeostasis celular (Gérlach et al., 2015; Feno et al., 2019).

2.3.7. Calcio y diabetes

Se han observado alteraciones en la homeostasis del calcio como
consecuencia de la diabetes, conduciendo a cambios en el metabolismo del
hueso, tanto en humanos como en modelos animales. La osteoporosis es una
de las complicaciones crénicas de la diabetes al reducirse el recambio 6seo, la
mineralizacién y la glucosilacion del colageno 6seo (El-Maraghy y Mehana,

2015). Estudios sobre el metabolismo fosfocélcico han demostrado una
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hipercalciuria, hiperfosfaturia e hipermagnesuria en pacientes diabéticos: No
obstante, esta descompensacioén metabdlica en la DM también se relaciona con

el desarrollo de un hiperparatiroidismo funcional secundario(Garcia, 2004).

Ademas existen otros mecanismos patofisioldgicos relacionados con la
diabetes tipo 2, como la resistencia osteoblastica a la insulina, fallos en la
produccion de factores de crecimiento osteogénicos, sobreproduccion de
citoquinas pro-inflamatorias, hiperglicemia y dislipemias, que también agravan
la osteopatia diabética (Yan y LI, 2013). Ademas, la diabetes mellitus causa
trastornos en la funcion de factores endocrinos relacionados con el
metabolismo mineral como la hormona paratiroidea, la 1,25 dihidroxivitamina

D3y el factor de crecimiento fibroblastico-23. (Napoli et al., 2017)

Segun se ha observado, este efecto negativo sobre el metabolismo del
calcio, aparece tanto en la DM tipo 1 como en diabetes tipo 2, como
consecuencia de una absorcién intestinal de calcio alterada. La DM tipo 1, esta
asociada a una baja densidad mineral y a osteoporosis, mientras que los
cambios esqueléticos en la diabetes tipo 2 son mas variables, sin embargo, en
ambas se ve comprometida la calidad 6sea (ver apartadol.1.7) (Wongdee y
Krishnamra, 2017).

2.3.8. Interacciones calcio-vanadio

El efecto que las sales de vanadio pueden tener sobre la absorcion y
excrecion de otros elementos quimicos sigue siendo un campo de estudio en
constante evolucion, ya que algunas de estas interacciones pueden resultar
trascendentales a la hora de valorar el impacto que el tratamiento con vanadio

tiene sobre el organismo.

Algunas de estas interacciones han sido estudiadas con bastante
profundidad, y los resultados obtenidos han sido decisivos arrojando luz sobre
el alcance real que las distintas sales de vanadio y los diferentes modos de

administracion tienen sobre la homeostasis de otros elementos.

Existe poca informacién sobre las interacciones que la exposicion a
vanadio produce sobre el metabolismo del calcio. En un estudio realizado en

cobayas suplementadas con vanadio y ascorbato, se describe que éste hecho
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tenia un impacto positivo en las concentraciones minerales 6seas (Seaborn et
al., 1991). La interaccion entre el vanadio y la modulacién en la acumulacién de
calcio celular, parece depender de la naturaleza de las especies de V

formadas tras la disolucion en el medio (Aureliano et la., 2005)

En otro estudio realizado en ratas STZ, se observo que la
suplementacién con compuestos de vanadio daba lugar a incrementos en el
contenido de calcio en diversos 6rganos, auque los mayores acumulos
correspondian al hierro En el caso del calcio, las concentraciones fueron
superiores en animales suplementados con vanadio que en los que no lo
estaban. Siendo las ratas diabéticas tratadas con insulina las que presentaron
los niveles mas bajos de calcio y las ratas diabéticas tratadas con vanadio las
gue presentaron los niveles mas altos, variando el estado de oxidacion del
vanadio en su influencia en la concentracion de calcio (Krosniak et al., 2013a,b
y 2014).

Estudios en los que se suministra metavanadato sédico a ratas,
muestran que el vanadio incrementa el contenido de Ca en el higado y bazo, lo
disminuye en el riidn y no lo modifica en los hemisferios cerebrales (Scibior et
al., 2014), y que no modifican el contenido de calcio en la diafisis femoral, sin
embargo, si se aprecia la existencia de interacciones V-Ca en este tejido
(Scibior et al., 2018).

En relacion a los niveles plasmaticos, en otro estudio realizado en
cabras lactantes (Tripathi et al., 2019), encontraron un incremento de los
niveles plasméticos de calcio tras la suplementacion dietética con complejos
del vanadio. En este mismo estudio, atendiendo al balance mineral general se
obtuvo como resultado que en aquellos animales cuya dieta habia sido

suplementada con vanadio, la retencién de calcio estaba aumentada.

En suma, lo que parece claro es que el estatus de calcio en el organismo
no permanece ajeno al efecto del vanadio. De hecho, parece existir una
interaccion clara entre los dos elementos en varios 6rganos, aunque no es
todos los que se ha estudiado previamente esta relacién. En general, parece

existir una respuesta positiva entre los niveles de vanadio y los niveles de
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calcio, viéndose los niveles de calcio aumentados cuando se produce una

exposiciéon al vanadio, con algunas excepciones.

Los efectos del vanadio sobre el metabolismo del hueso son tratados
ampliamente en la revisién de Etcheverry et al., (2012), en la que se abordan
con profundidad las interacciones del vanadio con la hidroxiapatita, matriz
organica extracelular y células 6seas, asi como el mecanismo de accion y sus

efectos osteogénicos en ratas diabéticas.

Otro punto relevante es la forma de administracion del vanadio,
reflejando la literatura existente que la naturaleza quimica de las especies de
vanadio son determinantes a la hora de establecerse esa interaccion entre
vanadio y calcio, lo que actualmente se encuentra en el camino de una mayor
clarificacion y un mejor conocimiento con objeto de una utilizacion cada vez

mas eficiente.

2.4.- CINC
2.4.1.- Contenido corporal

La concentracién de Zn en los tejidos blandos como musculo, cerebro,
pulmon y corazoén, es relativamente estable e independiente de los niveles en
la dieta dentro de un amplio rango. Las concentraciones mas altas de este
cation se encuentran en la piel, cabello, ufias, retina y tejidos gonadales del

varén. Los niveles plasmaticos de cinc se encuentran préximos a 100 pg/dL.
2.4.2.- Funciones

La esencialidad del Zn viene determinada por su papel insustituible
relacionado principalmente con sistemas enziméticos de los procesos de
division y multiplicacion celular y con sistemas metabdlico-hormonales de
regulacion (Olivares et al., 2010). Actualmente, se conoce gque este elemento
es un cofactor de alrededor de 3000 proteinas, implicadas en el metabolismo
de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas, en los procesos de degradacion
y sintesis de &cidos nucleicos, en el transporte del diéxido de carbono y en
muchas otras reacciones. Asimismo, al formar parte de diferentes

deshidrogenasas, actia en los mecanismos de desintoxicacion corporal del
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alcohol etilico a través de la enzima alcohol deshidrogenasa. El cinc también
participa en la sintesis hepatica de la proteina transportadora de retinal, y en el
metabolismo de la vitamina A (posibilitando la conversién de retinol en retinal y
viceversa). Puede afectar a la union de proteinas a las membranas, lo cual se
acompafia de una redistribucion celular del ion en los microsomas y citosol con
incremento de la actividad de la proteincinasa C. Este papel bioquimico podria
explicar su importante papel en la regulacién de las sefiales de membrana
celular posreceptor. También juega un papel importante en la estabilizacion de
membranas celulares (Chesters, 1997; Maret, 2013a; Mataix y Llopis, 2015).

El cinc participa en la supresion de radicales libres en las células, una
vez iniciada la formacion de peroxidos, ya que se requiere junto con el cobre
para que la enzima superoxido dismutasa (SOD) actue eficazmente eliminando
los aniones superoéxido. La (Cu/zZn)-SOD se encuentra localizada en el citosol y
en menor cantidad en el nucleo. En la (Cu/Zn)-SOD, el cinc juega un papel
principalmente estructural, confiriendo estabilidad a la proteina, mientras que el
cobre constituye el centro catalitico, de modo que las formas libres de Zn
mantienen una alta actividad catalitica (Figura 17). Ademas, diferentes metales
como Co?*, Cu?*, Cd?* y Ni?*, pueden sustituir al cinc con modestos efectos

sobre la actividad catalitica de la enzima (D’Orazio y Battistoni, 2013)

Existen evidencias de que las ARN polimerasa |, Il y Ill son enzimas
dependientes de cinc. Los efectos del ion sobre la sintesis proteica podrian
ocurrir a través de cambios en la actividad de estas enzimas. La dependencia
del cinc en el control de la transcripcion genética también puede explicarse a
través de los factores de transcripcion dependientes del metal. En este sentido
se ha puesto de manifiesto que las concentraciones nucleares de cinc reflejan

la ingesta dietética (Chesters, 1997).
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Fig. 17.- Esquema de la Cu-Zn SOD (Tomada de: Maret, 2013a)

A nivel del sistema inmune, el déficit de cinc eleva los niveles
plasmaticos de glucocorticoides, lo cual puede tener importantes efectos
adversos sobre los componentes del sistema inmune. Asi, el aumento en los
citados niveles de corticosterona originada por el déficit de cinc causa
deplecién de células B de la médula 6sea y atrofia del timo. Como
consecuencia de ello, se produce una disminucion de la capacidad de

respuesta mediada por células y anticuerpos (Haase y Rink, 2013).

En el crecimiento y multiplicacién celular esta involucrado en sistemas
enzimaticos como, deoxitimidin kinasa, ribonucleétido reductasa,
adenosintetrafosfato adenosina sintasa, etc. Pero el punto que establece la
relacion con el crecimiento corporal parece estar en la regulacion hormonal del
crecimiento celular. Participa en la actividad de la IGF-1, asi como de prolactina
(Olivares et al., 2010). Aunque forma parte de la estructura de la insulina, no
hay evidencias claras que muestren una alteracion de esta hormona ante una
deficiencia nutricional de Zn. También se ha demostrado que el cinc participa
en el mantenimiento de la integridad de la retina (Chesters, 1997; Olivares et al
et al., 2010; Mataix y Llopis, 2015).

El cinc se describe frecuentemente como un antioxidante. Sin embargo,
este cation no puede ejercer tal funcion directamente, ya que su estado redox
no cambia en las células y permanece siempre como Zn?*, por lo que el
término pro-antioxidante puede ser mas apropiado (Maret, 2008). El cinc actia
como pro-antioxidante en un rango de concentraciones. La deficiencia y

sobrecarga de cinc son condiciones pro-oxidantes. Estos hechos nos ponen de
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manifiesto la importancia del mantenimiento de las concentraciones
intracelulares de cinc. Los efectos pro-antioxidante del Zn parecen ser debidos
a su capacidad para unirse y proteger a los grupos sulfhidrilo (R-SH) frente a la
oxidacion, compitiendo con iones metalicos de transicion y suprimiendo la
produccion de radicales libres e induciendo la expresion genética de enzimas
antioxidantes. La deficiencia de Zn compromete estas funciones y en
consecuencia ocasiona una situaciéon pro-oxidante. Las elevadas
concentraciones de Zn inhiben a los enzimas antioxidantes y la cadena
respiratoria mitocondrial, Io que da lugar a un incremento en la formacion de
radicales libres. Los umbrales que determinan las concentraciones de Zn que
afectan a su funcién como pro-antioxidante y como pro-oxidante, no se

encuentran bien establecidas (Maret, 2013a).
2.4.3. Metabolismo del cinc
Absorcion.

El cinc de los alimentos se encuentra asociado fundamentalmente con
proteinas y acidos nucleicos, lo que requiere de un normal proceso digestivo
(gastrico y pancreatico), para que una vez liberado, pueda estar disponible para

la absorcidn correspondiente.

El cinc se absorbe fundamentalmente en el intestino delgado, aunque no
existe consenso sobre la contribucion relativa de los diferentes segmentos del
mismo en este proceso. La absorcion aparente del cinc oscila del 20 al 50%,
segun el tipo de dieta, y tiende a disminuir con la edad. Actualmente se acepta
gue en la absorcion de cinc participan dos procesos: El transporte activo
(Figura 18), que es un mecanismo saturable a altas concentraciones
intraluminales de cinc y se encuentra incrementado a bajas ingestas del
mineral. La via de absorcion es de tipo transcelular. Se han propuesto varios
tipos de transportadores para la absorcién de cinc, correspondientes a las
familias ZIP1-14 (codificado por SLC39A1-14), ZnT1-10 (codificada por
SLC30A 1-10) y DMT1(familia Nramp) (Jansen et al., 2009; Espinoza et al.,
2012; Chabosseau y Rutter, 2016; Nishito y Kambe, 2018). Los ZIP se
encuentran localizados en la membrana apical e importan cinc a travées de la

membrana plasmatica al citoplasma. Su presencia incrementa cuando existe
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deficiencia de cinc y disminuye en las situaciones de normalidad (Maret,
2013a).

El transportador de metales divalentes-1 (DMT1) se encuentra localizado
en un amplio nimero de tejidos, destacando duodeno, yeyuno, rifiébn y medula
Osea. Este transportador participa permitiendo la entrada de cinc en los
enterocitos (Gunshin H et al., 1997). Los mecanismos de transporte de cinc en
el enterocito, desde la membrana apical a la basolateral, no son bien
conocidos. Se ha propuesto otro transportador, el ZnT1 como responsable de
la salida del cinc en la membrana basolateral, otros miembros de la familia de
transportadores ZnT (ZnT2-ZnT8) se encuentran asociados a la captacion de

cinc a nivel de vesiculas intracelulares (Maret, 2013a).

\ PLASMA
CELULA INTESTINAL

@D

i ora
de Zn (znT1)

Transportadora

de Zn B
AminoécidoZn (ZnT2-8)

Vesicula

rr Metaloproteina .:
Transportadora

de Zn
A
Tioneina { { i i

Albamina

Figura 18. Absorcion intestinal de Zn; ZIP, ZnT Y DMT1, familias de
transportadores que participan en el proceso (Modificado de Diccionario ilustrado

de términos médicos. https://www.igb.es/nutricion/zinc/zinc.htm).

El cinc procedente del intestino puede unirse a diferentes especies
moleculares en el enterocito, estando bien identificadas las metalotioneinas

(MT). Estas proteinas de bajo peso molecular, son ricas en cisteina (30%) y
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pertenecen al grupo mas abundante de proteinas intracelulares que unen cinc
en las células eucariotas (Olivares et al., 2010, Maret, 2013a). La expresion del
gen de la MT se encuentra directamente correlacionada con la ingesta de cinc.
Esta proteina actia como un ligando que amortigua la absorcion del mismo.
Actualmente se conoce que la expresion de MT viene determinada por el
estatus corporal del cinc. En una situacion de déficit, las bajas concentraciones
de MT en las células de la mucosa, permitiran una mayor absorcién. La
correccion del estatus deficitario de cinc daria lugar al fenédmeno opuesto y,

por tanto, a un descenso de la absorcion (Chesters, 1997).

El cinc también se absorbe mediante difusion, mecanismo no saturable,
en donde la absorcion que es proporcional a la concentracion intraluminal de
cinc parece llevarse a cabo por transporte paracelular. Los mecanismos
descritos han conducido a algunos autores a afirmar que el intestino constituye
el principal 6rgano regulador en el mantenimiento del balance de cinc
(Chesters, 1997).

Existen diversos factores que afectan a la absorcion intestinal de cinc,

los cuales podrian agruparse fundamentalmente en dos:

- estatus del cinc en el organismo. La cantidad de cinc absorbida depende de
las necesidades corporales del catién, lo cual puede estar mediado por
mecanismos complejos de tipo hormonal o semejante. En este sentido, se ha
descrito que las prostaglandinas pueden modificar la absorcién del cation, y asi
la prostaglandina E2 (PGE2) parece incrementarla, mientras que la PGF2
tendria un efecto inhibidor;

- factores alimentarios. El cinc puede unirse a ligandos exdgenos que,
mejorando su solubilidad o a través de otros mecanismos, incrementan o0 no su
absorcion. Algunos componentes de la dieta como la fibra y los fitatos, muy
abundantes en alimentos elaborados a base de cereales integrales, disminuyen
su disminuyen. En general, el cinc procedente de vegetales es menos
disponible que el proporcionado por alimentos de origen animal,
fundamentalmente debido a la presencia de &cido fitico en aquellos que forma
complejos insolubles que no son absorbidos en el tracto gastrointestinal.

Determinados minerales pueden alterar la absorcién de cinc, como el hierro
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inorganico a dosis farmacoldgicas. El cobre y el calcio parecen tener poco
efecto sobre la absorcién del metal, aunque los suplementos de calcio pueden
incrementar las pérdidas intestinales del mismo. Las interacciones entre
distintos minerales pueden ser uno de los factores que mas influencia tenga en
la disponibilidad del cinc. Asi, se ha observado que algunos preparados
infantiles fortificados con hierro y no suplementados con cinc han dado lugar a
retrasos en el crecimiento y que la suplementacion con altas dosis de hierro
durante el embarazo puede modificar los niveles plasmaticos de cinc (Mataix y
Llopis, 2015).
Distribucion

El cinc liberado desde las células intestinales en los capilares
mesentéricos es transportado por la sangre al higado, siendo la albumina la
proteina transportadora mas importante en la sangre portal. La concentracion
plasmatica de albumina puede, en parte, determinar su absorcién al afectar la
proporcidn de catién transferido desde los enterocitos. Existen otros
componentes del plasma que contienen cinc, como la az-macroglobulina,
transferrina, y una glicoproteina rica en cisteina. Aunque se conocen diferentes
tipos de transportadores en las células endoteliales, la captacion de albumina
por endocitosis parece ser el mayor mecanismo de internalizacion, ya que el

cinc circula en el plasma en alta proporcion unido a la albumina (Figura 18)
(Olivares et al., 2010).

Los diferentes tejidos captan de la sangre cantidades variables del
catién, siendo el higado el que presenta una mayor captacién, seguido del
hueso, la piel, el riidn y el timo. La incorporacion tisular de cinc se encuentra
influenciada por diversos factores como la ingesta del ion y los
glucocorticoides. Estos disminuyen los niveles plasmaticos (aumentan el
aclaramiento plasmatico) e incrementan la captacion hepatica. La ingesta de
cinc, glucocorticoides e interleucinas 1 y 6 incrementan la expresion del gen de
la metalotioneina, concomitantemente con la depresion plasmatica del ion. El
estrés, la inflamacioén y los procesos agudos dan lugar a una redistribucion del
cinc corporal mediante la secrecion de citoquinas (fundamentalmente

interleucinas 1y 6) (Mataix y Llopis, 2015) .
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Como se ha comentado en el apartado sobre la absorcién, se conocen
tres familias de proteinas transportadoras: las ZIP, las ZnT y el grupo Nramp2
(més conocido como DMT1, DCT1 y SLC11A2) (Ghio et al., 2005) . Se han
caracterizado 14 transportadores ZIP en mamiferos (ZIP1- ZIP14) para el
transporte de cinc al citosol desde el medio extracelular o desde los
compartimentos intracelulares (Zip 7, 9 y 13). En cuanto a los transportadores
ZnT, se han identificado diez (ZnT1-ZnT10) y éstos se encargan de facilitar la
salida de cinc desde el citosol al exterior o a compartimentos celulares. El cinc
en las células se une a MT, proteina que presenta multiples isoformas en el
humano. La MT es rapidamente inducida en higado, rifidn, pancreas e intestino
por exposicion a altas dosis de metales pesados, particularmente cinc y
cadmio (Maret, 2013a).

Excrecioén

A diferencia de lo que sucede con otros iones, el cinc no se almacena en
el organismo y el exceso es eliminado del cuerpo. La excrecion del mismo se
realiza via fecal a través de la secrecion pancreatica, biliar, mucosal y
asimismo por células mucosales descamadas. Esta secrecion endégena puede
llegar a representar la mitad del contenido en el lumen, encontrdndose una
parte unida a distintas enzimas digestivas. Las pérdidas superficiales por
descamacion, crecimiento del cabello o sudor también contribuyen a la
excrecion del cinc. En condiciones normales, la excrecion urinaria es pequena,
en ella participgan las familias de transportadores descritos anteriormente,
localizados en los tubulos renales (Davenport, 2015). Las pérdidas renales
pueden incrementar de modo importante en las enfermedades que dan lugar a
un excesivo catabolismo muscular o proteinuria por disfuncién renal (Chesters,
1997).

La homeostasis del cinc esta regulada fundamentalmente por cambios
en la absorcion, aunque también por la excrecion, en respuesta a las distintas
ingestas dietéticas. Durante los periodos de bajas ingestas, el mantenimiento
de la homeostasis se debe tanto al incremento de la absorcién como a una

reduccion de la excrecion urinaria y endégena fecal mientras que, frente a altas
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ingestas, en la regulacion de la homeostasis juega un papel primordial el

aumento de las pérdidas endbgenas.
2.3.4. Deficiencia

Una deficiencia moderada de cinc se ha asociado a una amplia variedad
de condiciones como el déficit nutricional, sindrome de malabsorcion,
enfermedad hepatica por alcoholismo, insuficiencia renal cronica y sindrome de
debilidad crénica. La deficiencia de Zn también puede encontrarse originada
por un incremento de su excrecion en las enfermedades inflamatorias, como la

diabetes o la hepatitis o por la edad (Haase y Rink, 2013).

Ademas, existen dos enfermedades con base genética relacionadas con
la deficiencia de cinc. La acrodermatitis enteropatica, enfermedad en la que
esta alterada la absorcion y metabolismo de cinc. La segunda es la alteracion
que tienen algunas madres para concentrar cinc en la leche materna, con lo
cual los hijos alimentados al pecho de forma exclusiva presentan sintomas de

deficiencia nutricional de cinc.

Los estudios realizados en muchachos jovenes de Iran y Egipto (1960)
pusieron de manifiesto que la deficiencia de cinc daba lugar a anorexia,

reduccion del crecimiento y alteraciones en la maduracién sexual.

La deficiencia nutricional de cinc, en los paises desarrollados, es una
causa importante en la presencia de infecciones y parasitimos, conduciendo a
una importante pérdida de calidad de vida con la edad (Rink, 2011). El hecho
de que la deficiencia de cinc se encuentre asociada a un incremento en la
frecuencia de infecciones, indica que este metal participa de un modo
importante en el mantenimiento del sistema inmune (Haase, 2008). Diversas
publicaciones han puesto de manifiesto que la deficiencia de Zn conduce a una
reduccion de la fagocitosis y que se corrige con la suplementacion. In vivo, se
ha observado que la deficiencia de este elemento conduce a un incremento de
citoquinas proinflamatorias (IL1[3, IL6, TNFa) en ausencia de patégenos y que
la produccién de estas citoquinas empora durante la infeccién. Se ha sugerido
gue la desregulacién en la produccion de citoquinas con la edad avanzada
podria normalizarse con a suplementacion de cinc. La formacion de

anticuerpos en respuesta a la vacunacion empeora en la deficiencia del metal,
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aunque, actualmente los estudios sobre suplementacidon con Zn son incapaces
de demostrar que esta mejora la respuesta a las vacunas. Recientes estudios
han indicado que el cinc podria actuar como un sefializador en las células
inmunes, de modo similar a un segundo mensajero y cambios en su
concentracion idnica intracelular, podria regular un alto nimero de funciones en

el sistema inmune (Haase y Rink, 2013)

Adicionalmente se ha observado otros sintomas, producidos por la
carencia del cation como lesiones cutaneas (orales , anales y genitales),
diarrea, pérdida del cabello, pérdida del sentido del gusto, alteraciones de la
olfacion, ceguera nocturna, cicatrizacion lenta de heridas, alteraciones del

desarrollo psicomotor, etc.

En personas con quemaduras o alteraciones renales suelen producirse
déficit de cinc, y asimismo es posible encontrar deficiencias en individuos

sometidos a nutricion parenteral o hemodialisis.

Las personas que consumen dietas ovo-lacto-vegetarianas son un grupo
de riesgo de deficiencia de Zn. Estas dietas tienen un alto contenido en fitatos
que dificultan su absorcion intestinal. Los nifios con este tipo de alimentacion
se encuentran en especial riesgo de deficiencia de este elemento (Olivares,
2010, Maret, 2013a, Mataix y Llopis, 2015).

2.3.5. Toxicidad

Desafortunadamente se dispone de pocos datos sobre el exceso del
mismo. Dada la distribucién del cinc en alimentos y en otros productos
potencialmente toxicos, es poco frecuente el exceso de cinc. Se han
comunicado casos aislados de ingestas excesivas del catién con signos

clinicos digestivos (vomitos, diarreas).

El principal efecto téxico parece ser el resultado de la interferencia con el
cobre, dando lugar a anemia por deficiencia de cobre. Erosion gastrica, caida
de la funcion inmune y reduccion del colesterol-HDL plasmatico, alteraciones
gustativas (sabores metélicos), dolor de cabeza, nauseas, vomitos, también

pueden ser el resultado de un exceso de cinc.
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Se han observado intoxicaciones por cinc como resultado del consumo
de alimentos (frutas y bebidas) preparadas en recipientes galvanizados, por

cesion del metal a partir de los mismos (Olivares, 2010, Mataix y Llopis, 2015).
2.3.6. Cinc y diabetes.

El cinc juega un papel clave en la sintesis y accion de la insulina, tanto

fisiologica como en la diabetes mellitus (Rossetti 1990).

Las interacciones entre cinc y diabetes en diferentes estados de la
enfermedad son obvias. Ejemplo de estas interacciones incluyen la funcion del
cinc en un alto nimero de proteinas relevantes para la enfermedad (insulina,
fosfatasas, proteinasas, dehidrogenasas, factores de transcripcion,
transportadores y metalotioneinas). La relacion entre cinc y diabetes se conoce
desde hace mucho tiempo, pero no se le ha prestado atencion hasta las ultimas
décadas. En 1930 se reconocié que el pancreas de los individuos diabéticos
que sucumbieron a la enfermedad, solo contenia la mitad de cinc que un
pancreas sano. También se ha documentado en muchas ocasiones la
presencia de una cincuria significativa en diabéticos. Sin embargo, la

deficiencia de cinc en la diabetes no es siempre evidente.

Las tres &reas en las que los estudios moleculares han relacionado
intensamente el cinc con la diabetes son: a) el papel del cinc en la fisiologia de
las células B del pancreas; b) la cadena de sefializacion de la insulina en los

tejidos periféricos; ¢) en el metabolismo redox (Chimienti et al., 2011).
Fisiologia del cinc en las células B pancreaticas

El cinc se encuentra almacenado formando complejos en los granulos de
secrecion de las células B del pancreas, en los que dos iones de cinc se unen

por un hexamero de insulina (Figura 19).

El transportador ZnT8, que se expresa preferencialmente en las células
pancreaticas, permite la incorporacion del cinc a la insulina almacenada en los
granulos de secrecién. Diversos investigadores han puesto de manifiesto una
fuerte asociacion entre una mutacion en el ZnT8 y la presencia de DM2
(Tamaki et al., 2013; Chabosseau y Rutter, 2016). Ademas, se conoce que la

proteina mutante es un autoantigeno en la DM1 (Rutter, 2010). También se ha
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descrito que en ratones knock-out para el ZnT8 en las células 3 pancreaticas,
disminuye el cinc en los granulos de estas células, llegando a ser amorfos y
provocandose la alteracion la secrecion de insulina. Actualmente, se conoce
que otros transportadores de las familias ZnT (5, 6, 7) y Zip (6 y 9) participan en
el metabolismo del cinc en las células B pancreaticas y se han asociado a DM2
(Maret, 2013b; Chabosseau y Rutter, 2016).
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Fisiologia del cinc en las células diana para la insulina

Se conoce desde hace méas de 50 afios que la deficiencia de cinc
disminuye la sensibilidad a la insulina. En la década de los 80 se conocid que el
cinc estimulaba la lipogénesis y afectaba la captacién de glucosa por los tejidos
y que, en cultivos de tejidos, el cinc podia reemplazar a la insulina. Estos

experimentos demostraban que el cinc era un insulino-mimético.

En la actualidad, conocemos que el cinc incrementa la fosforilacién del

receptor de la insulina e incrementa la fosforilacion de un gran namero de
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proteinas en la cadena de sefalizacién de esta hormona (sustrato del receptor
de la insulina IRS-1, la kinasa PKB, el factor de transcripcién FOX1a, etc.) al
inhibir las tirosin-fosfatasas, en particular la PTP1B. La PTP1B es el mayor
regulador del estado de fosforilacion del receptor de la insulina (Figura
20)(Haase y Maret, 2005).

Fig. 20. Participacion del Zn en la cascada de sefalizacion de la insulina
(Tomado de: Jansen et al., 2009)

2.3.7. Cinc y estrés oxidativo.

Como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que en los
sujetos diabéticos existe un aumento de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y una disminucién de las defensas antioxidantes. La
hiperglucemia conduce a una glicacién de las proteinas ocasionando la
aparicion de los productos avanzados de la glicacion de las proteinas y dichos
productos favorecen un incremento de la formacion de grupos carbonilos (Diaz-

Casasola y Luna-Pichardo, 2016). Dichos grupos carbonilos modifican los
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grupos sulfhidrilo, que son ligandos del cinc, disminuyendo su capacidad para
quelar el cinc el medio intracelular y probablemente conduzca a una pérdida
de cinc tisular, lo que podria producir un incremento del estrés oxidativo (la
deficiencia de cinc es una condicion pro-oxidante), iniciando de este modo un
circulo vicioso. La oxidacion de los ligados del Zn de la cisteina favorece la
disociacion del metal, mientras que la reduccion de la cisteina oxidada restaura
la funcionalidad de los grupos sulfhidrilo incrementando su capacidad para unir
cinc y, por tanto, favoreciendo la union de cinc a las proteinas. Se conoce que
los incrementos en el contenido de metalotioneinas (MT), protegen al pancreas
contra la diabetes inducida quimicamente, y al corazény al riidén de los dafios

ocasionados por la diabetes (Li et al, 2007).

De los comentarios anteriores, se deduce que el cinc incrementa la
accion de la insulina en los tejidos periféricos, tiene una funcion pro-
antioxidante protegiendo al pancreas endocrino y tejidos periféricos y juega un
papel importante en el almacenamiento de la insulina y secrecién en las células
B pancreaticas y en todas estas funciones se encuentran involucradas las
metalotioneinas. En roedores, se ha observado que la insulina es menos
efectiva en la deficiencia de cinc y que la suplementacion favorece los efectos
de la insulina. Si la deficiencia de cinc puede causar diabetes o es la
consecuencia de la diabetes, se encuentra aun por determinar. No hay
evidencia clara de que la suplementacién con cinc pueda prevenir la diabetes
tipo Il (Beletate et al., 2007). La cuestion seria si la suplementacion con cinc
podria prevenir la diabetes en individuos deficientes en cinc. En contraste con
la capacidad de prevencion, sobre la que no existen suficientes datos, existe
una amplia evidencia sobre las propiedades antidiabetogénicas e
insulinomimeticas que presentan diversos compuestos de cinc (Sakurai y
Adachi, 2005, Lépez-Viseras et al., 2014). En una situacion de estrés oxidativo
mantenido, el suministro de cinc podria empeorar la situacibn mas que
beneficiarla, porque en esta situacion la capacidad de fijar cinc a sus proteinas
se encuentra reducida, lo que ocasionaria un incremento del ion libre que
permitiria que se uniera a dianas no fisiolégicas. Se ha indicado que en la

diabetes existe un incremento del contenido de cinc libre, por tanto, la
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restauracion previa del equilibrio redox podria ser necesaria antes de la

suplementacién con dicho elemento (Maret, 2013b)

En los dltimos afos se ha estudiado la relacion entre la ingesta de cinc y
el riesgo de padecer DM. Aunque la mayor parte de esto estudios concluyen
gue el incremento de la ingesta de cinc puede disminuir el riesgo de padecer
diabetes, los resultados no son concluyentes. Un amplio nimero de estudios
realizados en la ultima década pone de manifiesto que la suplementacion con
cinc tiene efectos beneficiosos en el control de la glucemia en pacientes
diabéticos (Su et al., 2009; Jayawardena et al., 2012; Capdor et al., 2013; Ruz
et al., 2013; Ranasinghe et al., 2015; Jafarnejad et al., 2019). Sin embargo, un
reciente meta-analisis (Fernandez-Cao et al., 2019) revela que ingestas
moderadamente superiores a las Ingestas Recomendadas (IR) pueden
disminuir el riesgo de padecer DM 2. No obstante, las elevadas
concentraciones de cinc plasmatico incrementan el riesgo de padecer DM 2 un
64%. Ademas, en algunos estudios con pacientes DM1 se han encontrado

efectos negativos sobre el control de la glucemia (Maret, 2013b).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, la diabetes mellitus es una
patologia multifactorial y en la que se aprecia que el estatus del cinc se
encuentra adversamente afectado. La participacion del cinc en diversos
procesos del desarrollo y progresion de la diabetes enfatiza las alteraciones en
el metabolismo de este elemento provocadas por la diabetes y nos proporciona

nuevas posibilidades de prevencion y terapia.

2.3.8. Interacciones Cinc-Vanadio

Como en el caso del calcio, la literatura sobre las interacciones entre los

complejos de vanadio y el metabolismo del Zn son escasos.

Oster et al., (1993) no observan cambios en los niveles plasmaticos y
contenido hepatico de Zn en ratas sanas o diabéticas tratadas con vanadato
sédico. Sin embargo, encuentran incrementos en el contenido renal de Zn en
las ratas diabéticas, en las que el tratamiento produce un descenso

aproximando el contenido renal de Zn a los valores normales.
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En un estudio donde se aborda el efecto del estado de oxidacion del
vanadio sobre la homeostasis del Zn, muestra que la ingesta de metavanadato
amonico durante 12 semanas, causé un incremento de los depdsitos de Zn en
hueso e higado, no encontrando cambios significativos en riiidn y musculo
esquelético. Sin embaro, no se aprecian cambios cuando se suministro
BMOV(IV) (Thompson et al., 2002). También se ha descrito, en estudios
realizados “in vitro” que el Zn a una concentracion 5 pM, no protege contra las
acciones adversas inducidas por el metavanadato sddico a concentraciones de
50, 100y 200 uM (Zwolak y Zaporowska, 2009). Kiss et al., (2009), han
sugerido que aunque ambos metales pueden se transportados por la albimina
sérica, el vanadio (IV) es principalmente transportado en el torrente circulatorio

por transferrina, mientras que el Zn lo es por la albumina.

En personas con DM tipo 2 se ha encontrado un descenso de los niveles
séricos de vanadio, mientras que no se aprecian cambios en los de Zn
(Rodriguez-Flores et al., 2011). Sin embargo, a nivel del pancreas, la diabetes
causa una disminucion de los niveles de zinc en este 6rgano, afectando a la
sintesis de insulina, a la secrecion y a la sefializacion. Existen investigaciones
gue nos muestran que la administracion de vanadio provoca un incremento en
la concentracion de zinc (Krosniak et al., 2014), siendo estos niveles superiores
a los encontrados en los animales diabéticos tratados con insulina. En esta
publicacién también se aprecia que el incremento de los niveles de zinc
depende del tipo de complejo de vanadio empleado en el tratamiento. En rifidn
y bazo, el tratamiento con vanadio a ratas diabéticas, también incrementa los
niveles de Zn en dicho 6rgano (Krosniak et al., 2013a,b), en este caso también
se observa que los niveles de Zn en las ratas tratadas con vanadio son

supriores a los encontrados en los animales diabéticos tratados con insulina.

Scibior et al., (2014), en ratas tratadas con metavanadato sédico,
encuentran un incremento del contenido de Zn en el higado, pero no describen
cambios significativos a nivel del rifién bazo o hemisferios cerebrales, aunque
en el riidn se aprecia una clara tendencia a incrementar el contenido de Zn.
Estos mismos autores, en una publicacion posterior trabajando en las mismas
condiciones experimentales, no observan cambios en el contenido femoral de
Zn (Scibior et al., 2018).
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Recientemente se ha sugerido que a bajas concentraciones (0,5 puM) el
Zn tiene un efecto significativamente menor que el V(IV) sobre la expresion de
los transportadores GLUT 4 en los adipocitos. Sin embargo, a altas
concentraciones (25 uM) este efecto se invierte de manera altamente

significativa (Tsave et al., 2018).

En el estudio de Tripathi et al., (2019), se encontré que los niveles
plasmaticos de zinc no se vieron afectados por la suplementacion dietética de
vanadio en cabras lactantes, asi como tampoco se observaron diferencias
significativas en la retencidén de zinc como porcentaje de la ingesta, en los

animales cuya dieta habia sido suplementada con vanadio.

Parece, por tanto, bastante evidente que el estatus de zinc no
permanece impasible al efecto del tratamiento con vanadio. Sin embargo, aln
gueda un largo camino por recorrer para esclarer la manera en que estos dos
elementos se interrelacionan en cada uno de los sistemas que conforman el

organismo.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. ESTUDIOS “IN VIVO”

Para el desarrollo del estudio y alcanzar los objetivos propuestos, se ha
llevado a cabo la siguiente metodologia y se han utilizado los materiales que

se exponen a continuacion:
3.1.1. Disefio experimental
El disefio experimental se baso en los siguientes grupos de animales:

1.- Grupo control (C) constituido por 9 ratas no sometidas a ningun tipo de

tratamiento.

2.- Grupo diabéticas no tratadas (DM), constituido 10 ratas a las que se les
indujo una diabetes por métodos farmacolégicos mediante inyeccion de
estreptozotocina (STZ) a una dosis de 60 mg/kg de peso disuelta en un tampon

citrato a pH 4.5.

3.-Grupo DMV, constituido por 10 ratas a las que se les indujo una diabetes por
meétodos farmacoldgicos mediante inyeccion de estreptozotocina (STZ) a una
dosis de 60 mg/kg de peso disuelta en un tampdn citrato a pH 4.5. Este grupo
recibia 6,22 mg de bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV) por dia en el agua de
bebida, el cual suministraba 1 mg V/dia

4.- Grupo DMVH, constituido por 10 ratas a las que se les indujo una diabetes
por métodos farmacoldgicos mediante inyeccion de estreptozotocina (STZ) a
una dosis de 60 mg/kg de peso disuelta en un tampon citrato a pH 4.5. Este
grupo recibia 18,66 mg de bis(maltolato)oxovanadio(lV) por dia en el agua de

bebida, el cual suministraba 3 mg V/dia.

Siete dias tras la inyeccion de STZ, se confirmd la induccién de la
diabetes mediante la determinacion de la glucosa en ayunas (>140 mg/dL) y
glucosa al azar en sangre (> 250 mg/dL) y la presencia de poliuria, polidipsia e
hiperfagia. Todos los dias a la 9 de la mafiana, se retir6 el agua del dia anterior
y se midi6 el agua ingerida por para cada rata. En todos los casos la solucién
de BMOV se prepar6 y suministro diariamente en el agua de bebida durante

todo el periodo experimental.
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El periodo experimental tuvo una duracion de 5 semanas (35 dias) y
durante este se controlaron semanalmente los siguientes parametros,
evolucion del peso, ingesta de alimentos y agua en las ratas control y niveles
de glucemia. La ingesta de agua en las ratas diabéticas se controld

diariamente.

Durante la Gltima semana experimental se recogieron heces y orina para
realizar el estudio de absorcién y retencion. En el dia 35 los animales fueron
anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico
(Sigma Chemical Co, St Louis, MI, USA) (5 mg/ 100g de peso) canulados en la
aorta posterior. Se recogio la sangre y se centrifugd (Beckman, Fullerton, CA,
USA) a 1200xg durante 15 minutos para separar el suero. También se fueron
separados los diferentes tejidos seleccionados para el estudio (higado, riiion,
bazo, musculo gastrocnemio, corazon y fémur) y. almacenados a -80°C hasta

el momento de realizarse las correspondientes determinaciones.
3.1.2. Animales y dietas.

Para el estudio se utilizaron ratas macho Wistar adultas (180-200 g de
peso al inicio de los experimentos) que consumieron una dieta semisintética
recomendada por el Instituto Americano de Nutricion (AIN-93M) (Reeves et al,
1993). La dieta suministraba 60 ug de V, 6,5 g de Cay 40,6 mg de Zn /kg de
dieta.

Durante los periodos experimentales los animales se mantuvieron en
jaulas individuales de metabolismo (Figura 21), que permitieron la recogida
separada de las excretas, ubicadas en una habitacién termorregulada 21+ 2°C,
humedad relativa controlada y un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad. A los
animales se les suministro la dieta semisintética (AIN 93M) y agua bidestilada

“ad libitum”.

88



Figura 21. Jaulas de metabolismo

Durante los ultimos siete dias del periodo experimental, se recogieron las
heces y la orina cada 24h y se almacenaron a -80 °C en frascos de polietileno

para su posterior analisis.
Se calcularon los indices Biologicos:

Absorbido como la diferencia [I-F], % Absorcion (CDA) como [(I-F)/I] x 100,
Retenido como [I-(F+U)] , (%) R/A (porcentaje retenido del ingerido) como [(I-

F+U)) /1] x100. Donde | = ingesta, F = excrecion fecal y U = excrecion urinaria.

Todos los experimentos se disefiaron y desarrollaron de acuerdo con
Directional Guides Related to Animal Housing and Care (European Councll
Community, 1986) y fueron aprobados por el Comité de Etica para la

Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.
3.1.3.Técnicas analiticas.

3.1.3.1. Determinacion de vanadio calcio y cinc en la dieta, suero,

organos, medio de cultivo y células HepG2

Para la determinacién del V, Ca y Zn en dietas, suero, érganos, medio
de cultivo y células Hep G2, se utilizé un equipo ICP-MS (Agilent 7500,

AgilentTechnologies, Tokyo, Japan), equipado con un nebulizador tipo

89



Meinhard (Glass Expansion, Romainmotier, Switzerland) y equipado con celda
de colisién. Todo el material empleado para el analisis se limpidé previamente
con acido nitrico de calidad suprapur y con agua ultrapura (18.2 Q) obtenida en
un sistema Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Las muestras de tejidos y 6rganos fueron liofilizados (Teistar, Madrid,
Espafia) y homogeneizadas empleando un mortero de agata. La preparacion
de la muestra se llevo a cabo mediante el ataque con acido nitrico y peréxido
de hidrégeno (calidad suprapure: Merck, Darmstadt, Germany) en un
microondas digestor de la casa Milestone (Sorisole, Italy) tanto las muestras
como el material de referencia utilizado para validar el método de analisis se
prepararon por el mismo procedimiento. Una vez digerida la muestra se recogi6
el extracto y se llevd con agua ultrapura a una dilucion final de 1/10

(peso/volumen) para su analisis posterior.

Una solucién estandar de 100 pug/L de Mg, Se, Co, Y, In, Ce, Ba, Pb, Bi
y U en % (v/v) de NOsH se preparé a partir de una solucion multi-elemental
(1000 mg/L) (Merk) y utilizada diariamente para la optimizacion del ICP-MS. Se
prepararon las curvas de calibrado para vanadio, calcio y cinc a partir de
disoluciones estandar de 1000 mg/L en 1% de acido nitrico de cada elemento
de la casa Merck especificas para ICP-MS. A cada uno de los patrones de la
curva y a cada una de las muestras se le afiadio la misma cantidad del patrén

interno elegido para la determinacion de estos elementos: Ga e Y.

Para validar el método de analisis se utiliz6 materiales de referencia
suero (SERNORM; SERO AS, Billingstad, Nor4way) y musculo bovino (NIST
8414, Gaithersburg, MD, USA) que contenian los elemento objeto del analisis y
mediante estudios de recuperacion en muestras de érganos enriquecidos con
estandares multielementales. Los CV obtenidos fueron 5,6% para el V, 1.1%
para el Cay 2.5% para el Zn. Para cada elemento se utilizé la media de cinco

determinaciones del material de referencia.

3.1.3.2. Determinacion de glucosa en sangre.

Para la determinacion de la glucemia se ha empleado el sensor ACCU-
SHEK AVIVA (Roche-Mannheim, Alemania), que permite medir los valores en

sangre en el intervalo comprendido entre 10 y 600mg/dL, mediante el uso de
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tiras reactivas ACCU-SHEK Sensor Comfort Glucosa que actian como
sensores bioquimicos. El sensor ACCU-SHEK AVIVA determina el valor de la
glucemia por un método amperimétrico, es decir, indica el flujo electrénico entre

el electrodo de medicion y el de comparacion.
3.1.3.3. Determinacion de insulina sérica

Los niveles séricos de insulina se determinaron utilizando la técnica de

enzimoinmunoensayo BIO SPI (Montigny le Bretonneux; Francia)
3.1.3.4. Determinacion de leptina

Leptina fue determinada en suero usando un BS-200 Chemistry
Analyser (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd., Hamburg,
Germany). Para la determinacion de leptina se utilizé el kit Milliplex MAP Rat
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, RECYTMAG-65K, con el sistema
de deteccion Luminex xMAP (EMD, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).
The analysis was performed using a Luminex system (Millipore, Germany).

Siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.1.3.5. Analisis de la expresiéon génética del transportador de metales
divalentes (DMTL1).

El RNA total de las muestras de rifidn, fue extraido usando RNAqueous
MicroRNA isolation Kit, de Ambion ®RNA Life Technologies, siguiendo el
protocolo de la casa comercial. Cada reaccion comprendi6 6,25 uLde TagMan
Master Mix, y cada amplificacion incluy6 una concentracion de primer de
1,25uL en 0.5ul de cDNA para la reaccion de la transcriptasa inversa, y agua
ultrapura para biologia molecular hasta un volumen final de 20uL.

El programa de ciclos térmicos (para TagMan Fast) consistio en un
primer paso de activacion de 2minutos a 50°C y 20segundos a 95°C, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacion e hibridacién a 95°C durante 3 segundos, y
30 segundos a 60°C. La fluorescencia se midi6 al final de cada ciclo para
monitorizar el proceso de amplificacion y las curvas de disociacion se
afadieron para confirmar la especificidad de la sefial de amplificacion en cada

caso. Como gen constitutivo de control se uso B-actina.
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3.1.3.6. Anadlisis de la expresién genética de osteopontina.

El RNA total de las muestras de higado, fue aislado usando un minikit
RNeasy® (Qiagen, Hilden, Germany), siguiendo el protocolo de la casa
comercial. En cada reaccion se emplearon 5 pL de KAPA SYBR® FAST gqPCR
Master Mix (KapaBiosystems, Inc. Wilmington, MA, USA). Para la amplificacion
se empled una concentracién de 10 pyL de cada cebador, 20ng de cDNA de la
reaccion de retrotranscripcion y agua grado-PCR hasta un volumen final de 20
pL. El programa que se empled comenzo con unprimer paso de
desnaturalizacion de 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos
a 95 °C y 1 minuto a la temperatura de hibridacién (63 °C).La fluorescencia se
midio al final del periodo de hibridaciéon de cada ciclo para controlar el proceso
de amplificacion para monitorizar el progreso de la amplificacion, y se
afiadieron curvas de disociacion para confirmar la especificidad de lasefal de
amplificacion en cada caso. Para normalizar la sefal de la expresion del mRNA
se midio la expresion del gen constitutivo, gliceraldehido-3
fosfatodeshidrogenasa (GAPDH), se midieron, con las siguientes secuencias
de cebadores: forward primer 3"-CCATCACCATCTTCCAGGAG-5', reverse
primer 3'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-5".

Para cada muestra, tanto el gen constitutivo como el diana se
amplificaron por triplicado y las medias se emplearon para el calculo. La
cantidad relativa de mARN se calculé empleando el método AACt. El cebador
especifico fue SPP1 y su secuencia: forward primer 5°-
CCGAACAGGCAAAAGCAAAC-3’, reverse primer 5°-
GCAGGACTGAAGGAGCTAAG-30.

3.1.3.7. Estudio de la microarquitectura del hueso: Analisis de tomografia

computerizada (micro CT).

La microarquitectura del hueso se analizé en el fémur distal mediante
micro tomografia computerizada (CT), usando un micro CT-35 (Scanco Medical
AG, Switzerland). El sistema de imagen micro-tomografico estaba equipado

con una fuente de rayos X con un foco de 0,5 mm.

El eje longitudinal de los fémures se orientd a lo largo del eje de rotacion
del escaner. El tubo de rayos X se hizo funcionar a 70 kVp y 114 pA con un
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tiempo de integracion de 300 ms. Los escaneres se realizaron a una resolucion
isotrépica, nominal y espacial de 10 um (alta resolucion). Para obtener los
pardmetros corticales, un total de 345 cortes (slices) en la diafisis media (mitad
del fémur) se obtuvieron como resultado de hueso cortical, fijando una linea de
referencia en la mitad del fémur (50% de la longitud del fémur) y posteriormente
se analizaron 4,14 mm de la diafisis en sentido distal. Para obtener los
pardmetros trabeculares en la metéafisis se realizaron 231 cortes, seleccionando
en primer lugar la articulacion de la rodilla como punto de inicio (linea de
referencia) y situando el primer corte (slice) a 1.5 mm de dicha linea de

referencia, y luego analizando 1.39 mm del fémur en sentido distal.

Se analizaron los siguientes parametros relacionados con la microarquitectura

Osea:

A nivel de la metéfisis (hueso trabecular): TV, volumen total; BV, volumen 6seo;

BV/TV, densidad de volumen 6seo; Conn. D, conectividad trabecular; SMI,
indice de estructura del modelo; Th.N, niumero trabecular; Tb.Th, espesor
(grosor) trabecular; Th.Sp, separacion (espacio) trabecular; densidad media del
TV; densidad media del BV.

A nivel de la diafisis (hueso cortical): TV, volumen total; BV, volumen 6seo;

BV/TV, densidad de volumen Gseo; grosor cortical; diametro medio del poro,
densidad media del TV; densidad media del BV.

3.2. ESTUDIOS “IN VITRO”
3.2.1. Cultivos y condiciones

Se empled la linea celular HepG2 suministradas por el banco de células
del CIC de la universidad de Granada. Esta linea fue aislada por primera vez
de un carcinoma hepatocelular bien diferenciadas de un adulto caucésico de 15
afos. Presentan morfologia epitelial. Los cultivos iniciales fueron mantenidos
en frascos con medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con suero bovino fetal

(SBF, Sigma) y glutamina 2 Mm (Sigma).
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Las células se mantenian incubadas en una estufa a 37°C y una
atmosfera de CO:2 al 5%. Los subcultivos (en flascos o placas) se hicieron en

condiciones de esterilidad usando una campana de flujo laminar vertical.

Las células se mantenian cambiando el medio cada 1-2 dias tras tres
lavados con tampon fosfato salino (PBS, Sigma). Cuando se llegaba a un 70-
80% de confluencia, las células eran subcultivadas, para ello tras retirar el
medio y lavarlas con PBS se despegaban del soporte con tripsina-EDTA
(0,25% tripsina-1 mM EDTA, Sigma) durante 7-8 minutos en estufa;
posteriormente, se le afladia doble cantidad de medio que de tripsina para
inactivarla y se centrifugaba a 1000 xg durante 6 minutos.

Por ultimo, antes de volver a sembrarlas se les agitaba con una pipeta

Pasteur estéril.

Figura 22: Células HepG2 vistas con microscopio 6ptico (20x).
3.2.3.Protocolos eguidos en los estudios “in vitro”
Recuento celular

Para proceder al contaje celular se empled la cAmara de Neubauer (Figura 23),
para ello se introdujo en la camara una dilucion con las células y una dilucién
de azul tripdn y PBS (0,4%, Sigma). Para el recuento se empledé un
microscopio con el aumento adecuado (20x). Este contaje nos permitié conocer
el numero de células que habia en la dilucion y hacer una siembra adecuada a

los ensayos a realizar.
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Figura 23: esquema de manejo de la camara Neubauer

Exposicién a vanadio.

En el caso del vanadio el complejo empleado, como en los estudios “in
vivo” fue el bis(maltolato)oxovanadio(lV), preparado en el momento de la
administracion a partir de sulfato de vanadio (IV) hidratado (Sigma) y maltol(3-

hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona) (Sigma) disueltos en agua bidestilada.

. _ Lineas
Elemento Complejo Concentraciones Ensayos
celulares

350 ug VIL, 750ug VIL, Viabilidad
\Y BMOV (IV) HepG2
1,5mg VIL, 3 mg V/L celular: MTT

Para los estudios de captacibn de ambos elementos por las células

HepG2 solo se utilizé la dosis de 3 mg V/L

3.3. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los estadisticos descriptivos (medias y desviaciones estandar) se

obtuvieron a partir de las diferentes variables estudiadas. Los datos
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experimentales se analizaron mediante el empleo de pruebas para muestras no
paramétricas mediante el test de la U de Mann Whitney para las
comparaciones de dos muestras independientes. Los coeficientes de
correlacion de Spearman se calcularon para el 95% del IC. Todos los analisis
se realizaron con la version 15.0 del Paquete Estadistico para Ciencias
Sociales (SPSS, Chicago, IL, USA). Las diferencias fueron consideradas

significativas al nivel de probabilidad <5%

96



A Drarn 'I'A'\‘I\ﬂ

L A N

97



4. RESULTADOS
4.1. ESTUDIO “IN VIVO”

4.1.1. Resultados relativos a los indicadores de la evolucion de los
animales a lo largo del periodo experimental (lglesias-Gonzéalez et al., 2012;
Sanchez-Gonzalez et al., 2012a y 2014a; Bermudez-Pefia, 2014).

Dos ratas diabéticas fueron retiradas del estudio por su alto grado de
deterioro y en cada uno de los grupos tratados con vanadio, también dos ratas
fueron retiradas del estudio por presentar problemas gastrointestinales.

Tabla 2.- Cambios ponderales alo largo del periodo experimental (g).

Grupos Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
C 20014 219+15 241+17 255+21 288+26 295+30
DM 184+18 1794302 1904412 1924412 1904252 201+442
DMV 157492 162+13%° 154+173 b~ 155193 142+162° 14742230
(Img/dia)
DMVH 240+19%b:¢ 181+12%° 177+12%¢ 180+122 b ¢ 194417 ¢ 204+212¢
(3mg/dia)

Valores Medios + DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c¢c- Diferente de DMV. P<0.05

La Tabla 2, muestra la evolucion del peso a lo largo de las cinco

semanas experimentales. En el grupo de ratas diabéticas hay un leve
incremento del peso al finalizar el periodo experimental, produciéndose
pérdidas y ganancias leves a lo largo de los 35 dias, (en la segunda semana y

en la quinta semana aparecen descensos leves).

Cuando se suministra el tratamiento de vanadio en ratas diabéticas la
dosis de 1mg V/dia (grupo DMV), observamos que ocasiona una pérdida de
peso de los animales, en los que incluso se ha llegado a producir una ligera
pérdida neta de peso al finalizar el periodo experimental. La dosis de 3mg V/dia
(grupo DMVH) mantiene el peso de las ratas en valores semejantes a los las
ratas diabéticas no tratadas (grupo DM).
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Tabla 3.- Ingesta
experimental.

media de alimentos (g/dia) a lo largo del periodo

G Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
rupos
C 14,2+3,9 15,7£1,9 16,2+2,0 16,6+1,5 15,0£2,0
DM 21,8+6,02 30,7+1,62 37,941,423 33,5+2,02 33,1242
DMV b b b
. 26,5+3,92 23,1+9,4 16,7+9,6 19,6+7,9 26,9+2,0>
(Img/dia)
DMVH 10,2+4,6b¢ 10,7+1,42.b.¢ 10,7+1,4a¢ 12,3+1,0ab.¢c 13,8+1,1bc
(3mg/dia)

Valores Medios + DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM,; c- Diferente de DMV. P<0.05

La Tabla 3, muestra la ingesta de alimento (gr/dia), a lo largo del periodo
experimental (5 semanas). Los resultados muestran que los grupos de ratas
diabéticas y diabéticas tratadas con vanadio (a dosis de 1 mg /dia) presentan
una ingesta de alimento superior al resto de los grupos. El grupo de ratas
diabéticas sigue un incremento gradual a lo largo del experimento, sin embargo
en el grupo de ratas DMV, comienzan con un consumo alto de alimentos para
producurse un descenso de ingesta en la segunda, tercera y cuarta semana,

incrementandose levemente en la Ultima semana del experimento.

Las ratas diabéticas tratadas con dosis de Vanadio de 3 mg/dia (grupo
DMVH), tienen a lo largo de todo el experimento una ingesta de alimento
inferior a los demas grupos, manteniéndose constante a lo largo de las tres
primeras semanas y presentando un ligero incremento en las dos ultimas

semanas.
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Tabla 4.- Agua ingerida ml/dia a lo largo del periodo experimental

(mL/dia).
Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semanab
Grupos
C 17,1+4,7 19,6+6,8 16,3 17,6+4,3 16,6%4,3
DM 1564532 184+462 2334572 200+432 324+36%
DMV
167+332 214+372 186+602 181+882 191+412
(Img/dia)
DMVH
i 22,4+15,2b0¢ 12,245 2ab.c 12,1+5,9b0¢ 15,2+8,10¢ 13,6+7,20¢
(3mg/dia)

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).

Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05

Las ratas diabéticas presentaron polidipsia, el trtamiento con 1 mg V /dia

no logré normalizar el consumo de agua, pero si la dosis de 3 mg V /dia (Tabla

4).

La diuresis y excrecion fecal medidas en la 52 semana de estudio fueron

inferiores en el grupo control que en los grupos de ratas diabéticas. El

tratamiento con vanadio redujo la diuresis y el peso de las heces, con la dosis

mas alta (grupo DMVH), en el que la diuresis alcanza valores inferiores a los

controles, mientras que el peso de las heces se mantiene en niveles

semejantes (Tabla 5).
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Tabla 5.- Heces excretadas (g/dia) y volumen de orina excretado (ml/dia)

durante la ultima semana del periodo experimental (dias 28-35).

C DM DMV DMVH
Grupos
Diuresis
17,1+4,0 203+312 187+482 13,9+7,02bc

(mL/dia)

Heces

. 1.08+0.13 2.47+0.552 1,9+0,32P 0,9+0,1P¢
(g/dia)

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05

Tabla 6.- Leptina (ng/L), Glucemia al azar y en ayunas (mgl/dL),
hemoglobina glicosilada (%) e insulina (pmol/L) en suero al final del
periodo experimental (dia 35).

C DM DMV DMVH
Grupos
Leptina 16,4+4,7 | 2,6+1,08 | 1,4+0,5% | 8,045,129
Sz'gr‘?em'a A | 110413 | 620352 | 42843220 | 188x26°0c
Glucemiaen | g6.6 | 2761222 | 363:32%0 | 9gs6be
ayunas
Hemoglobina| 4, 21147 23:47 | 1515200
glicosilada
Insulina 2,05:0,26 | 0,25£0,06 | 0,270,082 [ 0,22+0,022

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05. (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a y2014a;
lglesias-Gonzalez et al., 2012)
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Las ratas control mostraron niveles de glucosa al azar y hemoglobina
glicosilada inferiores al resto de los grupos. Sin embargo, en el caso de la
glucosa en ayunas el grupo control presenté valores inferiores a las ratas
diabéticas (DM) y diabéticas tratadas con 1 mg V / dia (DMV), pero semejantes
a los encontrados para el grupo de rats tratadas con 3 mg V/ dia (DMVH). En
cuanto a los resultados obtenidos para la insulina, en las ratas control se
apreciaron niveles circulantes significativamente superiores al resto de grupos

de ratas tratadas con estreptozotocina (Tabla 6).

En las ratas diabéticas se apreciaron niveles superiores de vanadio
sérico que las controles. El tratamiento con 1 0 3 mg V / dia incrementa
significativamente el contenido de este elemento en el suero. La diabetes
produjo un descenso de los niveles séricos de calcio mientras que el
tratamiento con las dos dosis de vanadio empleadas devolvieron dichos valores
a niveles semejantes a los controles (Tabla 7). Tanto la diabetes como el
tratamiento con 1 mg V / dia incrementaron los valores séricos de cinc. Sin
embargo, el tratamiento con 3mgV/dia disminuyo la concentracion plasmatica

de Zn por debajo de los valores controles

Tabla 7.- Niveles séricos de Vanadio (ug/L), calcio (mg/L) y cinc (ug/L) al
final del periodo experimental (dia 35).

C DM DMV DMVH
Grupos
Vanadio 2,3+0,5 6,1£0,5° | 38336%" |766+7720°
Calcio 912+40 852+20°2 880192 928+80°
Zinc 1510£137 1739782 | 1778+1892 | 1327+1572P¢

Valores Medios + DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c¢c- Diferente de DMV. P<0.05
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4.1.2. Resultados relativos al estudio de los cambios en la homeostasis
del calcio y cinc por el tratamiento con vanadio (Sanchez-Gonzalez et al.,
2017).

En la Tabla 8 se muestran los resultados correspondientes a la
utilizacién digestiva y metabdlica del Ca determinados en la Ultima semana

experimental, (semana 5).

Las ratas control mostraron una ingesta de Ca inferior a la de las ratas
diabéticas y diabéticas tratadas con 1mgV/dia, pero semejantes al encontrado

en el grupo de ratas diabéticas tratadas con la dosis mas alta (DMVH).

La excrecion fecal, urinaria, Ca absorbido y retenido, se apreciaron unas
pautas semejantes a las descritas para la ingesta. No obstante, hay que
destacar que la excrecion urinaria de Ca en las ratas del grupo DMVH fue
inferior al de las ratas control. Cuando se expresa la absorcion y retencion
como porcentaje (%) del ingerido, se produjo el efecto contrario, las ratas de los
grupos DM y DMV presentaron un porcentaje de absorcion y retencion inferior

a las rats de los grupos C y DMVH.

En el caso de las ratas DMV se observo una tendencia a incrementar el
% de absorcion y retencion, aproximandose a los valores controles.

La Tabla 9 muestra los aspectos digestivos y metabdlicos del Zn,
durante la ultima semana del periodo experimental. Como ya se ha comentado
la ingesta de los elementos estudiados es superior en las ratas diabéticas y
tratadas con 1mg de V. También se apreciaron incrementos significativos de la

concentracion de este elemento en heces y orina en los mencionados grupos,

En los grupos D y DMV también incremento6 el Zn absorbido y retenido.
Sin embargo, cuando la absorcién y la retencion se expresan como porcentaje,

no se observan cambios estadisticamente significativos
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Tabla 8.- Utilizacion digestivay metabdlica del calcio durante la Ultima semana

del periodeo experimental (dias 28-35).

Grupo C DM DMV DMVH
Ingerido (1) (mg/day) 98+13.0|216+15%|176+132b| QQ+7P°
Faecal (F) (mg/day) 44+6 |139+172| 90+23%b | 42+gbe
Urinario (U) (mg/day) 442 | 17+62 | 12443 |1.3+1.13be
Absorbido (A); A= (-F) B4+4 | 77+10° | 86+23% | 48+Q°c
(mg/day)
;‘j ﬁb:?Arbxidl%O ) 57+6 | 36:52 | 49+13 | 53+9b
?ﬁ;‘?ﬂ;‘i‘; (R) R[IH(F+U)] 50+4 | 60457 | 74+20° | A47+7°¢
% Retenido; % R= (R x 100 /I) 51+5 | 28+3% | 42493 52+9P°

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05.
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Tabla 9.- Utilizacion digestiva y metabdlica del cinc durante la ultima
semana del periodo experimental (dias 28-35).

Grupo C DM DMV DMVH
Ingerido (1) (Lg/day) 609480 | 1342+95% | 1090+81*> |  560+45be
Faecal (F) (ug/day) 204+49 | 606+177% | 473%107° | 2594620
Urinario (U) (ug/day) 3814 | 4045 341220 5,6+2,9° ¢
Absorbido (A); A= (I-F)
(ug/day) 323185 | 736+145% | 615+126° 302+57b¢
ug/day
% Absorbido % A = (A x 100/
) 52¢+9 | 55+12 56+10 54+ 10
Retenido (R) R=[I-(F+U)]

a a
% Retenido; % R=(Rx100/) | 5149 | 51411 54+ 10 53+ 10

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM,; c- Diferente de DMV. P<0.05

En la tabla 10 se exponen el contenido en V, Cay Zn en los 6rganos y

tejidos estudiados.

En los animales controles se aprecian las mayores concentraciones de
vanadio en el rifién y las menores en el corazén y musculo esquelético,

expresadas en mg/kg de tejido seco.

La diabetes produce un incremento significativo del contenido de
vanadio en todos los érganos estudiados excepto en el higado. Los

tratamientos con 1 o 3 mgV/dia, como era de esperar, incrementan el contenido
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de este elemento en todos los érganos proporcionalmente a la dosis empleada.
Con respecto al Ca y Zn, cuando se comparan las ratas diabéticas frente a las
controles, se observan concentraciones significativamente mayores de estos
cationes en todos los érganos estudiados, excepto en el caso del rifion para el
Cay del corazon para el Zn en los que no se aprecian cabios significativos y
del fémur, donde la diabetes produce un descenso significativo del contenido
de Ca.

El tratamiento con 1mgV/dia, tiende a no modificar los cambios
ocasionados por la diabetes sobre el contenido de Ca y Zn en los érganos y
tejidos. No obstante, en el caso del Ca el tratamiento produce un incremento
del cation en el masculo y un descenso en el corazon. En el caso del Zn esta
situacion tiende a aproximar a los valores controles su contenido en el rifion,
higado, bazo y fémur, pero estos cambios no muestran significacion

estadistica.

La exposicidon a 3mgV/dia, en términos generales, tiende a corregir los
efectos ocasionados por la diabetes aproximando las concentraciones de
ambos elementos a los valores controles, incluso produciendo descensos
significativos en algunos 6rganos, como es el caso del contenido de Zn en

rifidn e higado y del Ca en el bazo (Tabla 10).

En la Tabla 11 se muestran los coeficientes de correlacion de Spearman
entre los niveles séricos de los elementos y las concentraciones en los tejidos
estudiados. La ingesta de alimento aparece relacionada negativamente con el
contenido de V en suero, rifién, higado, bazo y corazén y positivamente con el
contenido de vanadio en el fémur. En el caso del Ca, la cantidad de alimento
ingerido se correlaciona negativamente con el Ca sérico, hepatico y 6seo,
mientras que lo hace positivamente con el contenido de Ca en el bazo y
musculo. La dieta ingerida se ecuentra correlacionada directamente con el
contenido de Zn en suero, rifidn, higado musculo y fémur. El vanadio sérico se
encuentra directamente correlacionado con su contenido de los diferentes
organos estudiado, excepto en el caso del fémur donde la correlacion es
negativa. Ademas, el el contenido de V en suero aparece inversamente

relacionado con el contenido de Zn en rifidn e higado.
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Tabla 10.- Concentracion de Vanadio, Calcio y Cinc (mg/kg tejido seco) en
organo al final del periodo experimental (dia 35).

Tejidos Grupos Control DM DMV DMVH
Vimglkg) | 01210023 | 0,205:0,103* | 13%2:3% | 33£53%¢
Rifion Ca(mag/kg) 294136 327149 31627 300+2
Zn(mg/kg) | 10112 1404172 128+19° 79+102bc
V(mg/kg) | 0,042+0,009 | 0,070+0,045 5,4+1,02P 11+3,52P¢
Higado | Ca(mg/kg) 124+20 974202 91+122 115+7°¢
Zn(mg/kg) | 121+18 148+ 192 141+18 69+ 72D
V(mg/kg) | 0,014+0,008 | 0,040+0,016% | 0,62+0,022> | 1,1+0,202b°
Misculo | Ca(mg/kg) | 1996 228+16° 283:+402° 206:+12°¢
Zn(mg/kg) 3614,8 4648,42 574242 3944
V(mg/kg) | 0,048+0,008 | 0,100+0,045% | 4,7+2,12b 14,244,030
Bazo Ca(mg/kg) 144+11 169+15?2 165+222 124+133b¢
Zn(mg/kg) |  76+3,8 80+3,4° 7745 7510
V(mg/kg) | 0,007+0,002 | 0,023+0,015% | 0,72+0,08%> | 1,70+0,542bc
Corazén | Ca(mglkg) | 13721 177+20° 128+26° 145+28°
Zn(mg/kg) 6748 65+9,0 63+3 6145
V(mg/kg) | 0,040+0,013 | 0,102+0,0732 7,8+2,3%P 25+5,62P¢
Fémur | Ca (g/kg) 13743 129+62 139+6° 141+8°
Zn(mg/kg) |  66%2,7 82+8,7° 72+16 69+10°

Valores Medios + DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas

diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacidn tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05
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Tabla 11.- Resultados del andlisis bivariado: coeficientes de correlaciones de
Spearman entre niveles séricos de los elementos y concentraciones tisulares de
estos (n=35).

Alimento
Tejido /Organo | Elemento | ingerido |V suero | Ca suero | Zn suero
\Y -,390(*) - ,451(*%) ns
Suero Ca -,433(*) | ,451(*) - ns
Zn 712(%%) ns ns -
Y, -,420(*) | .956(**) | ,379(*) | -,459(**)
Rifion Ca ns ns ns Ns
Zn 788(*%) | -,543(**) | -,624(**) | ,520(**)
v -,406(*) | ,895(**) | ,418(%) -,473
Higado Ca -,599(**) ns ns -,407(*)
Zn 703(*%) |-.676(**)| -,463(*) | ,655(**)
Y, SAT7(*%) | ,806(*%) ns -,539(*%)
Bazo Ca ,409(%) ns ns ns
Zn ns ns ns ,490(+%)
\% ns .925(**) ns ns
Muscuolo Ca ,555(**) ns ns ns
esquelético Zn ,375(%) ns ns ,436(%)
\Y -,432(*) | ,920(**) ns -,460(*)
Corazon Ca ns ns ns ns
Zn ns ns ns ns
\Y JI67(*%) | -,496(*) ns ,452(*)
Fémur Ca ,459(%) ,463(*) ns ns
Zn ,510(**) ns ns ,518(**)

(**). La correlacion es significativa al nivel 0,01. (*). La correlacién es
significativa al nivel 0,05, (ns). No significativo

El Ca sérico se encuentra relacionado positivamente con el V sérico y
hepatico e inversamente con el Zn renal y hepatico. Por ultimo, el Zn sérico
apare inversamente asociado al V renal, hepatico en el bazo y corazén y

directamente con el v en fémur y el Zn en rifidn, higado, bazo, musculo y fémur.
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Tabla 12.- Cambios en la expresion genética de osteopontina en higado
(%)

En la Tabla 12 se muestran el efecto del tratamiento con vanadio sobre
la expresion de la osteopontina. Los resultados obtenidos indican que la
diabetes incrementa la expresion mientras que el vanadio la disminuye

proporcionalmente a la dosis.

C DM DMV DMVH
Grupos

Osteoponting | 4 41041 | 2,23:042° | 1,25:0,98° | 0,70£0,2720¢
(MRNA)

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM,; c- Diferente de DMV. P<0.05.

El efecto de la diabetes y de la exposicion de ratas diabéticas a
diferentes dosis de vanadio sobre la microarquitectura del hueso trabecular y
cortical se muestran en la Tabla 13. Los resultados indican que a nivel
trabecular (metéfisis), la diabetes disminuye significativamente la relacion
volumen 6seo (BV) / volumen total (VT), el espesor trabecular (Tb,Th) y la
densidad media de TV, cuando comparamos con el grupo control. El
tratamiento con 1mgV/dia (DMV) disminuye el volumen 6seo (BV), la relacion
BV/TV, el grosor de la trabécula (Tb,Th) y la densidad media del volumen total
(TV). Igual que ocurre con los resultados obtenidos en las ratas diabéticas
(DM), en el grupo DMV también incrementa el SMI frente al grupo control. No
aparecen diferencias significativas entre los grupos DM y DMV para el resto de

parametros determinados a nivel de metéfisis.
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Tabla 13 . Efecto de la exposicidon a vanadio sobre la microarquitectura del hueso

trabecular y cortical.

C DM DMV DMVH
Metaphysis (trabecular)
TV (mm3) 21427 22646 20522 21.3+28
BV (mms3) 455+1.64 | 3.13+£1.04 2.40 £0.502 3.34+£1.18
BVI/TV (1) 0.21+0.06 | 0.14+£0.032 0.12+0.032 0.15 £ 0.05
Conn. D (1/mm3) 147 £ 48 127 +67.8 106 £ 28 2 111 +29.4
SMI (2) 0.92+0.52 | 2.02+0.332 219+0.332 1.86+0.44¢2
Tb.N (1/mm) 252 +0.69 | 2.59 +0.57 2.76 £ 0.69 2.86 + 0.66
Tb.Th (mm) 0.07+0.01 [ 0.06 +0.052 0.06 +0.0022 | 0.06 +£0.007 2
Tb.Sp (mm) 0.46 £0.12 | 0.43+0.13 0.40 + 0.09 0.37 £0.10
Densidad media de TV (mg HA/cm?) 144 + 63 73+ 402 63+ 292 140 + 42 b
Densidad media de BV (mg HA/cm?) 821+ 20 819+21 819+ 16 815+ 24
Diaphysis (cortical)
TV (mm3) 45 + 3 40 +7 33+42 43 +5¢
BV (mm?3) 16.2+1.20 | 134+256%2 109+1.532 149 +£0.72a¢
BVITV (1) 0.36+0.03 | 0.33+0.022 0.33+0.052 0.35+0.03
Grosor de la corteza (mm) 0.51+0.01 | 0.46+0.062 0.43+0.042 0.50 + 0.02 b-c
Diametro medio del poro (mm) 0.07 £0.03 | 0.07 +£0.05 0.08 £ 0.07 0.07 £0.04
Densidad media de TV (mg HA/cm?) 1001 + 14 1007 £ 15 994 + 16.48 1003+ 11
Densidad media de BV (mg HA/cm?) 1054 £ 16 1060 + 11 1053 + 17 1052 + 11

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas

diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM,; c- Diferente de DMV. P<0.05

(TV), volume total; (BV), volumen 6seo; BV/TV, densidad del volume éseo; Conn. D,
conectividad trabecular; SMI, indice de la estructura del modelo; Th.N, numero
trabecular; Th.Th, espesor trabecular; Tb.Sp, espacio trabecular; HA, hydroxyapatita.
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El tratamiento con 3mgv/dia tiende a mejorar los parametros 6seos
estudiados, aproximandolos a los valores controles. Sin embargo, Tb,Th no
recupera el nivel de las ratas control y aunque el SMI disminuye (cuanto mas
alto peor es la estructura del modelo), este permanece en valores superiores a
los del grupo C. Ademas, esta dosis incrementa la densidad media de TV en el
hueso esponjoso de la metafisis en comparacién con los grupos DM y DMV 'y
tiende a mejorar la geometria de la estructura trabecular como lo sugiere el

cambio en el SMI

A nivel de diafisis (hueso cortical), la diabetes disminuye BV, la relacion
BV/TV y el espesor cortical comparados con el grupo control. El tratamiento
con vanadio (grupo DMV) disminuye el TV, mientras que el tratamiento con
3mgV/dia tiende a corregir los cambios causados por la diabetes. El grupo
DMVH muestra un volumen total (TV) y grosor cortical semejante al grupo
control. Sin embargo, en el caso del volumen 6seo (BV) los valores siguen
siendo inferiores a los controles (Tabla 14). La administracion de la alta dosis
de vanadio se asoci6 con una significativa mejora de los parametros corticales

analizados.

Los cambios en la expresion denética del transportador de metales
divalentes 1 (DMT 1) se expresan en la tabla 14. La diabetes incrementa la
expresion del DMT1, mientras que la exposicién a vanadio disminuye la
expresion de dicho transportador cunado se compara con las ratas diabéticas
no tratadas (DM) (Tabla 14).

Tabla 14.- Cambios en la expresion genética del transportador de

metales divalentes (DMT1) en rifién (%)

C DM DMV DMVH
Grupos
DMT1 . ] ]
(MRNA) 1,00£0,06 | 1,41+0,152 | 0,92+0,08> | 1,04+0,04

Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia).
Valores expresados como media + desviacidn tipica. a - Diferente del C; b- Diferente
de DM; c- Diferente de DMV. P<0.05.
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4.2. ESTUDIOS “IN VITRO”

Tabla 15. Contenido de V, Cay Zn en el medio de cultivo y células HepG2
expuestas a 3 mg/L de V durante 32 h.

Vng/L Ca ug/L Zn ng/ L
Medio de cultivo 37 +4,20 33+0,22 217 £+ 0,66
6 6 6
V afadido al cultivo v r,]g/ 10 Ca f”gl 10 Zn 'ng/ 10
células células células
Control 5.54 + 0,64 377 + 46 5,37 +£0,21
V 3 mg/L 46 £ 4,24 2 565+10%2 8,48+ 0,47 2

Valores medios + DS. (a) vs Control. P<0,05

En la tabla 17 se muestran el contenido en V, Ca y Zn de células HepG2
gue han sido sometidas a la exposicion a BMOV (3 mgV/L) durante 32 h.
Los resultados muestran que la exposicion a vanadio da lugar a

incrementos significativos del contenido intracelular de Ca 'y Zn.
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5. DISCUSION

La diabetes es una patologia que afecta a un gran nimero de procesos
metabdlicos en la que se ha puesto de manifiesto la existencia de alteraciones
en la concentraciéon de diversos elementos (magnesio, selenio, hierro, cobre o
zinc) en los tejidos y enzimas relacionados con la defensa antioxidante (Oster
et al., 1993; Sanchez-Gonzalez 2012 a y b; 2014a y b; Bermudez-Pefia et al.,
2013; Rivas-Garcia et al., 2020). Esta circunstancia junto a los cambios
metabolicos ocasionados por la hiperglucemia pueden contribuir al desarrollo
de la enfermedad (Valko et al., 2005).

El vanadio es un elemento traza ampliamente distribuido en la
naturaleza, esencial para algunas formas de vida, pero su papel como
micronutriente, su esencialidad y su actividad bioldgica y farmacolégica no esta
defininitivamente establecido. Dicho elemento se asocia con la regulacion,
incremento del transporte y metabolismo de la glucosa, asi como con el
aumento de la sensibilidad al receptor de la insulina. Debido a los altos niveles
de vanadio presentes en el medio ambiente, su amplio uso industrial, su
frecuente empleo como suplemento por diferentes tipos de atletas y al
creciente interés por sus efectos farmacolégicos, el estudio del metabolismo del
vanadio constituye actualmente una importante area de investigacion
(Domingo, 2000 Thompson et al, 2006a; Scibior et al., 2018; Scibior y Kurus,
2019). Aunque para algunos compuestos de vanadio se han completado los
ensayos clinicos (Thompson et al, 2006a), se ha recomendado que el uso de
los compuestos de vanadio debe estar controlado hasta que se disponga de
mas informacion sobre sus posibles efectos tdxicos derivados de los

tratamientos cronicos.

Como se ha comentado anteriormente, actualmente existen muchos
aspectos del metabolismo del vanadio que no son bien conocidos, entre los
gue se encuentran las interacciones digestivas y metabdlicas con otros

elementos envueltos en la defensa antioxidante.

Segun algunos autores (Thompson et al, 2006b), el vanadio al favorecer
la metabolizacion de la glucosa, reduciria la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y en consecuencia prevendria el dafio oxidativo ocasionado
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por la hiperglicemia. Pero muchos autores han asociado el vanadio con efectos
pro-oxidantes porque altera el metabolismo de diversos elementos traza como
el Mg, Fe, Cu, Zn and Se (Sanchez-Gonzéalez et al, 2011, 2012, 2014; Scibior y
Kurus, 2019; Trevifio et al., 2019; Rivas-Garcia et al., 2020). La presencia de
estrés oxidativo se encuentra asociada con cambios en la produccion de

citokinas

y la presencia de tumores pulmonares (Assem et al, 2015). Sin
embargo, otros autores han sugerido que el vanadio puede actuar como

inhibidor en diferentes formas de cancer (Trevifio et al., 2019).

Aungue existe cierto grado de informacién sobre interacciones entre el
vanadio y Ca (Krosniac et al., 2013b; Krosniac et al., 2014; Scibior et al., 2018;
Tripathi et al., 2019) y entre el vanadio y Zn (Krosniac et al., 2014; Scibior et
al., 2014 y 2018), la informacion disponible sobre posibles alteraciones en la
homeostasis del Ca y del Zn, dos elementos relacionados con la presencia de
estrés oxidativo, en ratas diabéticas, como consecuencia del tratamiento con
vanadio es muy escasa. Ademas, de su relacion con el estrés oxidativo, en el
caso del Zn también se conoce que este elemento se encuentra asociado al
metabolismo de la glucosa de modo similar al vanadio. Participa favoreciendo
la activacion de kinasas del receptor de la insulina y la translocacion del

transportador GLUT 4 en las ratas diabéticas.

De acuerdo con los comentarios anteriores, en el presente estudio nos
planteamos profundizar en el efecto de la exposicion a vanadio en ratas
diabéticas alteraba la homeostasis del Ca y del Zn. Ademas, dada poca
informacion sobre este tema, también consideramos de interés estudiar si el
tratamiento podria afectar a los cambios en la estructura del hueso

ocasionados por la diabetes.

Para la realizacion del estudio se seleccion6 el
bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV) porque se ha sugerido que dicho
compuesto es mas efectivo como hipoglucemiante, mejor tolerado y menos

téxico en los modelos animales que los compuestos inorganicos de vanadio
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(Caravan et al, 1995; Thompson et al, 2006b). Ademas, es un compuesto

estable en soluciones acuosas (Rivas-Garcia et al., 2020).

La dosis de Vanadio utilizadas en este estudio (ImgV/dia ~
5mgV/kg /diay 3mgV/dia ~ 15mgV/kg/dia) son mas elevada que la baja dosis
descrita como causante de efectos adversos en ratas (0.8 mg V/kg/dia). Sin
embargo la dosis usada es una dosis baja si se compara con las dosis
utilizadas por otros autores y es mucho mas baja que la dosis letal 50(LD50)
(40-90 mgV/kg./dia) (Domingo et al., 1995; EFSA, 2004). No obstante, las dosis
empleadas se eligieron cuidadosamente tras una larga revision de los estudios
realizados anteriormente y representan dosis intermedias de BMOV entre las
empleadas en la bibliografia.

En nuestro estudio se observaron la presencia de desérdenes
gastrointestinales en dos animales de cada uno de los grupos tratados con
vanadio. Dichos animales fueron retirados del estudio. Estos desordenes
gastrointestinales también han sido observados en otros estudios en ratas
sanas (Scibior et al, 2006) y diabéticas (Oster et al, 1993).

5.1. ESTUDIOS “IN VIVO”

5.1.1. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas
sobre el peso corporal, ingesta de alimento y agua y niveles circulantes
de leptina, glucosa e insulina (lglesias-Gonzalez et al., 2012; Sanchez-
Gonzalez et al., 2012a y 2014a).

Como es conocido la diabetes induce hiperglucemia y pérdidas de
peso debidas al hipercatabolismo que acompafa a la enfermedad (Figura 23),
junto a un incremento del porcentaje de hemoglobina glicosilada (indicador de
la hiperglucemia crénica) (Tabla 6) (Iglesias-Gonzalez et al., 2012). En nuestro
estudio hemos observado que en el grupo DM no se producen incrementos de
peso durante el periodo experimental (Tabla 2; Figura 23) aunque las ratas
muestran hiperfagia, polidipsia y poliuria (Tablas 3, 4 y 5; Figuras 24 y 25). El
descenso de los niveles de leptina (Tabla 6; Figura 25) causado por la pérdida
de peso corporal y tejido adiposo, ayudaria a justificar la hiperfagia presente

en este grupo (DM). Esta hormona (leptina) es una adipokina sintetizada
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principalmente en el tejido adiposo, en cantidades directamente relacionadas

con la masa de tejido adiposo. La leptina participa en la regulacion del apetito,
reduciendo la ingesta de alimento y por tanto el consumo energético (Jéquier,
2002; Almanza-Pérez et al., 2008).

-hATw

150

14 21 P4 3
dias

w—pControl DM DM+ V 1mg v DM+ V 3 mg

Figura 23. Cambios de peso durante el periodo experimental. Valores Medios
y DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). (a)
C vs DM; (b) C vs DMV; (c) C vs DMVH; (d) DM vs DMV; (e) DM vs DMVH;(f)
DMV vs DMVH; P<0.05

El tratamiento con V a ratas diabéticas no modifica significativamente
la evolucion del peso cuando se comparan con el grupo DM (Tabla 2; Figura
23) aunque la ingesta de alimento y agua disminuye drasticamente a medida
que incrementa la dosis de V, normalizandose con la mayor dosis (Tablas 2 y
4; Figura 24). La reduccion de la ingesta y de peso corporal seguida a la
administracion de vanadio ha sido observada en diversos estudios (Scibior et
al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2012a).
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Figura 24. Ingesta de alimento durante el periodo experimental. Valores Medios y DS;
C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). (a) C vs DM; (b) C vs DMV;
(c) C vs DMVH: (d) DM vs DMV: (e) DM vs DMVH:(f) DMV vs DMVH: P<0.05

Diuresis ml/dia Heces g/dia
a a 3,5
250 a
3
200 ]V 2,5 w a,
150 2
1,5
100 b
1
50 a,b,c
Z 0,5
0 L ' .
0
Control DM DMV DMVH Control BM DMV DMVH

Figura25. Excrecion urinaria y fecal en la ultima semana del periodo experimental (dias 28-35)
Valores Medios * DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores expresados
como media t desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM; c- Diferente de DMV.
P<0.05.
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Figura 26.Valores séricos de leptina (ng/L) en el dia 35 del periodo
experimental. Valores Medios y DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas
STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas
tratadas con 3mg V/dia). (a) C vs DM o DMV o0 DMVH; (b) DM vs DMV o
DMVH; (c) DMV vs DMVH; P<0.05.

Se ha descrito que el V incrementa la secrecion de leptina (Chen et al.,
2001) y la sefal de transduccion de esta hormona (Wilsey et al., 2006). Sin
embargo, en nuestro estudio la exposicion a 1mgV/dia produce un descenso de
los niveles circulantes de leptina semejante al encontrado en las ratas
diabéticas (Tabla 6; Figura 26). El descenso de la leptina sérica deberia haber
causado un incremento de la ingesta de alimento y por tanto, del peso corporal,
no obstante, encontramos el efecto opuesto, quizas esto se deba a la accion
directa del vanadio en el sistema nervioso central incrementando la sefal de
transduccion de la hormona y de este modo, su efecto sobre la ingesta de
alimento (Wisley et al., 2006).

En nuestro estudio, el tratamiento con 1mgV/dia (grupo DVM), no
ocasiond cambios metabdlicos significativos, cuando se compara con el grupo
DM. Esta dosis de V no altera la hiperglucemia ni el % hemoglobina glicosilada
(Tabla 6) ocasionada por la diabetes (Tabla 6; Figura 27). Los altos niveles de
glucemia encontrados en el dia 35 podria deberse a que la estreptozotocina

puede haber producido un dafio mas severo en algunas ratas (variabilidad
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individual), y esta circunstancia se pudo presentar al final del periodo

experimental SGnchez-Gonzalez et al., 2012a).
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Figura 26. Glucemia en ayunas durante el periodo experimental. Valores Medios
y DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). (a) C
vs DM; (b) C vs DMV; (c) C vs DMVH; (d) DM vs DMV, (e) DM vs DMVH;(f)
DMV vs DMVH; P<0.05

La dosis de 3mgV/dia mantuvo el peso de las ratas en valores
semejantes a las diabéticas, pero disminuye la ingesta de alimento y agua a
valores semejante a los controles (Tablas 3 y 4; Figuras 24). Ademas,
normalizé los niveles de glucemia desde la primera semana de tratamiento. En
este grupo (DMVH) también se aprecia un descenso de los niveles de
hemoglobina glicosida y un incremento de la leptina al final del periodo
experimental (dia 35), frente a las ratas de los grupos DM y DMV (Tabla 6), lo
que confirmaria la tendencia a mejorar el estado metabdlico y ayudaria a

explicar la aproximacion de la ingesta de alimento a los valores de las ratas
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control. Pero, como se ha mencionado, la ganancia de peso en este grupo fue
similar a la encontrada para los grupos DM y DVM vy, por tanto, la masa
adiposa de estas ratas (grupo DMVH) era semejante a la de los grupos DMy
DVM. Como se ha comentado, la secrecion de leptina es proporcional a la
masa de tejido adiposo, pero también se conoce que una gran proporcion de la
variabilidad interindividual de los niveles de leptina es independiente de la
grasa corporal (Jéquier, 2002). Se sabe que la secrecién de leptina se
encuentra incrementada tras la exposicion a citokinas inflamatorias como
TNFa, IL-1 y IL-6 (Li et al., 2006). En trabajos anteriores nuestro grupo ha
puesto de manifiesto que, el tratamiento con 3mgV/dia ocasiona un fuerte
incremento de la PCR y la IL-6 (BermUdez-Pefa, 2014) lo que podria haber
causado el incremento de la secrecion de leptina. Ademas, el incremento de la
secrecion de leptina favoreceria el efecto hipoglucemiante del vanadio, ya que
esta hormona mejora la tolerancia a la glucosa (Jéquier , 2002). Por tanto,
podemos afirmar que esta dosis origind cambios significativos que tienden a

mejorara el estado metabdlico de las ratas diabéticas.

ng/mi

3
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R ——

mControl MOM BMOMeV img BOMeV 3mg

Figura 28. Insulina sérica durante el periodo experimental. Valores
Medios y DS; C (ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas
diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas
con 3mg V/dia). (a) diferente del control; P<0.05

Las ratas diabéticas presentaron un nivel de insulina sérica inferior al

observado en el grupo control, debido a la destruccién de las células B causada
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por la estreptozotocina, lo que explica que el tratamiento con vanadio no

tuviese efecto sobre los niveles circulantes de insulina (Tabla 6; Figura 28).
5.1.2. Sobre el Ca

5.1.2.1. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas
sobre la utilizacion digestivay metabdlica del Ca (Tabla 8; Figura 29).

Las ratas control (Grupo C), muestran unos niveles de absorcion y
retencién de calcio ligeramente superiores a los encontrados en publicaciones
anteriores de nuestro Departamento (Lisbona et al., 1999; Haro et al., 2000).
Posiblemente estas diferencias se deban a la diferente edad de las ratas y a los

diferentes modelos experimentales empleados en estos estudios.

Las ratas diabéticas (DM) mostraron un incremento de la ingesta de Ca
como consecuencia de la hiperfagia ocasionada por la enfermedad. Esta
circunstancia justifica la mayor absorcion neta (absorbido, Figura 29)
encontrada en este grupo. Sin embargo, cuando la absorcién la expresamos
como porcentaje del Ca ingerido, se encontré un descenso significativo de este
parametro, cuando se comparan con las ratas control (C). Esto podria deberse
a que la diabetes produzca una inhibicion parcial en la absorcion de Ca o a un
proceso adaptativo del aparato digestivo a las mayores ingestas. La mayor
absorcién neta de Ca va acompafiada de unas mayores pérdidas urinarias del
cation, debido a que la poliuria, que acomparia a la diabetes, causa un
incremento de la filtracion glomerular y un descenso de la reabsorcion tubular.
Estas mayores pérdidas urinarias explican que aunque la retencion neta
(retenido, Tabla 8) incrementa, cuando se expresa como porcentaje de la
ingesta, el valor obtenido es inferior al control. Se ha descrito que la diabetes
tipo 1 inhibe la absorcion intestinal de Ca (el cual tiende a normalizarse con el
tiempo debido a mecanismos adaptativos) y ocasiona incrementos de la
excrecion urinaria por diuresis osmotica, la cual puede conducir a un
hiperparatioridismo secundario (Rivoira et al., 2015). Las pérdidas urinarias de
Ca justificarian los menores niveles séricos del elemento en este grupo (DM)
cuando se comparan con los controles (C) (Tabal 7). El hiperparatiroidismo

secundario podria dar lugar a un descenso de la expresion del factor de

122



250

200

150

100

wu
o

crecimiento semejante a la insulina -1 (IGF-1), que podria causar una caida del
reclutamiento de osteoblastos durante la formacion del hueso (El-Maraghy y
Mehana, 2015)..

Utilizacion digestiva y metabdlica del Ca

H Control DM mDMV mDMVH

ap
b

Ingerido mg/d Fecal mg/dia Urinario pg/dia  Absorbido mg/d %absorbido Retenido mg/dia %retenido

Figura 29 .Valores Medios + DS; DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores
expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM; c-
Diferente de DMV. P<0.05.

El tratamiento con 1mgV/dia (grupo DMV), causa un descenso
significativo de la ingesta de alimento, y en consecuencia de calcio, pero no
modifica substancialmente la absorcion y la retencién neta de i6bn cuando se
compara con las ratas diabéticas (DM). Sin embargo, el tratamiento produjo un
incremento (no significativo) del porcentaje de absorcion, aproximandolo a los
valores controles, y un incremento significativo del porcentaje de calcio retenido
frente al grupo DM. Estos resultados pueden estar ocasionados por el

descenso de la excrecion fecal del cation causada por el vanadio.

El tratamiento con 3mgV/dia (grupo DMVH), disminuye
significativamente la ingesta de alimento, y por tanto de calcio, asi como las
pérdidas fecales cuando se compara con los grupos DM y DVM, alcanzando

valores préximos a los controles, Ademas, las pérdidas urinarias en este grupo,

123



fueron significativamente menores que las encontradas en el resto de grupos
estudiados (C, DM y DMV). El resultado final de los efectos descritos, fue un
descenso del calcio absorbido y retenido, acercandose a los valores control. La
drastica reduccion de la ingesta, probablemente fue la causa principal de la
caida en la absorcién del i6n, ya que no se apreciaron interacciones Ca-V a
nivel digestivo. Sin embargo, la fuerte reduccion de las pérdidas urinarias
producidas por el tratamiento pudo ser la causa del incremento del porcentaje
de retencion, comparado con las ratas diabéticas no tratadas (DM). Estos
resultados ponen de manifiesto que el vanadio causa un incremento en la
reabsorcion renal de calcio. Esta hipétesis se encuentra apoyada por la
correlacion lineal negativa entre la ingesta de vanadio y la excrecion urinaria de
calcio (r =-,370; P<0,05).

5.1.2.2. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas
sobre el contenido de Ca en tejidos (Tabla 10; Figura 30).

Iniciaremos este apartado comentando brevemente los cambios
observados en la distribucion de vanadio. Nuestros resultados muestran que
los niveles de V en suero (Tabla 7) y tejidos de las ratas diabéticas no tratadas
(DM) fueron superiores a lo de las tatas control (C), este hecho fue debido al
mayor consumo de alimento del grupo DM. Esta situacién condujo a un
incremento de la absorcidon neta de V (C, 0,23+0,11 pg V/dia vs DM, 0,64+0,26
ug V/dia; P<0,01) y retenido (C, 0,06+0,14 ug V/dia vs DM 0,36+0,21 ug V/dia;
P<0,01) (datos no publicados). El incremento de la retencién, se asume que es
la responsable del incremento de los niveles séricos y el contenido tisular de V
encontrado en este grupo (DM). Por tanto, podemos considerar que la diabetes
por si misma no altera la homeostasis del V y que los cambios apreciados se

explican por los cambios en la ingesta de alimento.

La diabetes ocasiona una redistribucién del Ca en los tejidos. Nuestros
resultados muestran un incremento del contenido de calcio en el musculo
esquelético y bazo, cuando se compara con el grupo control. Es conocido que
la hipoinsulinemia causa un incremento de la glucogenolisis en el masculo
esquelético, proceso en el que se encuentra involucrado el Ca, ya que

promueve la conversion de fosforilasa(b) a la forma més activa fosforilasa(a), la
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cual causa la degradacién del glucégeno almacenado en glucosa. Este hecho
podria contribuir a explicar los mayores niveles de Ca encontrados en el

musculo esquelético.

Concentracion de calcio al final del periodo experimental
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Figura 30. Valores Medios + DS; DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores

expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM;
c- Diferente de DMV. P<0.05.

Por otro lado, se ha observado un descenso del calcio en suero (Tabla
7), higado y hueso (Tabla 10) en las ratas diabéticas (DM) en relacion al grupo
control (C). Estudios previos han sugerido que en ratas en la que se ha
inducido la diabetes con STZ, se produce un incremento de las pérdidas 6seas
relacionadas con una mayor osteoclastogénesis junto a un descenso en la
osteoblastogénesis (Hie y Tsukamoto, 2010). Estos efectos podrian estar
relacionados con el fuerte incremento que experimenta la expresion genética
de la osteopontina (OPN) en la diabetes (Tabla 12, Figura 31). Durante la
mineralizacién del hueso, la OPN inhibe la formacién de hidroxiapatita. La
asociacion entre la expresion de OPN y la formacion de cristales sugieren la
participacion de esta, en el proceso de mineralizacion inhibiendo la
nuclearizacién y crecimiento del cristal (Sodek et al., 2000). Se ha puesto de

manifiesto que la OPN incrementa la resorcion 6sea (Tanabe et al., 2011). En
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nuestro caso, el descenso de los niveles circulantes de Ca podria haber sido la
causa primaria del incremento de la secrecién de la OPN. La hipocalcemia es
un factor estimulante de la expresion de la OPN y resorcién dsea (Kasugai et
al., 1991).

Fold increase

C DM DMV DMVH

Figura 31. Expresién del RNAm de la osteopontina Valores Medios y DS; C
(ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con
1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). (a) diferente del
control (C); (b) diferente de diabéticas no tratadas (DM),; P<0.05

El aumento del contenido de calcio en diversos tejidos (musculo
esquelético, rifiones e higado) también ha sido observado en ratas diabéticas
tipo 2 (Takita et al., 2004). Las diferencias encontradas entre la mencionada
publicacién y nuestros resultados podria ser una consecuencia de los
diferentes modelos animales utilizados y/o diferente tipo de diabetes.

El tratamiento a las ratas diabéticas con 1mgV/dia (DMV) incrementa el
contenido de Ca en el musculo esquelético y fémur y lo disminuye en el
corazoén (Figura 30), sin cambios significativos en los otros tejidos estudiados,
cuando se comparan con las ratas diabéticas no tratadas. Se conoce que los
compuestos de vanadio presentan diversos e interesantes efectos

osteogénicos debido a sus acciones sobre la diferenciacion y mineralizacién de
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componentes de la matriz en la células 6seas y formacién del colageno.
Diversos estudios han puesto de manifiesto como los diferentes compuestos de
vanadio pueden mejorar las alteraciones 0seas producidas por la diabetes,
ademas de mejorar la evoluciéon de la enfermedad (Facchini et al., 2006;
Etcheverry et al., 2012).

Los niveles de Ca sérico en este grupo (DMV) incrementan ligeramente
alcanzando valores semejantes a los del grupo control (Tabla 7). En nuestra
opinion, el incremento del Ca circulante seria el causante del descenso en la
expresion de la OPN observada en este grupo (Tabla 12; Figura 31), que como
el Ca sérico se aproxima a los valores control. Esta circunstancia facilitaria la
deposicion de calcio en los tejidos mencionados (musculo y hueso). Por tanto,
podemos decir que el tratamiento mejoro ligeramente las alteraciones en la

homeostasis del Ca causadas por la diabetes.

El tratamiento con 3mgV/dia, (grupo DMVH) incrementa los niveles
séricos de Ca (Tripathi et al., 2019), alcanzando los del grupo control (Tabla 7)
y superiores a los de grupo diabético no tratado (DM). Como se ha indicado en
el apartado anterior (5.2.), el vanadio disminuye fuertemente las pérdidas de Ca
en orina, lo que justificaria los incremento séricos. La correlacion lineal positiva
entre los niveles circulantes de V y Ca (Tabla 11) apoyan estos comentarios.

Ademas, esta correlacion sugiere la existencia de una relacion dosis-efecto.

Krosniniak et al. (2013a) observaron que el tratamiento con diferentes
compuestos de vanadio a ratas diabéticas mantenia el contenido de calcio en el
rifdn en valores semejantes a los encontrados en las ratas diabéticas no
tratadas. Sin embargo, en otro estudio observaron que los compuestos
ensayados incrementaban el contenido de Ca en el bazo (Krosniak et al.,
2013b). En nuestro estudio este grupo (DMVH) no solo se produce una
normalizacion de la de la glucemia (Sanchez-Gonzélez et al., 2012a), también
se produce un retorno del contenido de Ca en los tejidos a valores préximos a

los controles (C), excepto en el bazo que se mantiene en valores superiores.

La exposicion a estos niveles de vanadio conduce a un mayor descenso

de los niveles de OPN (Tabla 12; Figura 31), aunque dicha caida no presenta
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diferencias significativas con la que se produce en el grupo DMV. Sin embargo,
este hecho también apoya la existencia de una relacién dosis-efecto, como se
discutioé anteriormente. La relacién inversa entre vanadio ingerido y vanadio
sérico con la expresion de OPN (r = - ,413 y r = - ,448 respectivamente; P<0,05
en ambos casos) avala nuestra hipoétesis. La inhibicion de la secrecion de OPN
tras el tratamiento con vanadio puede ser un importante factor regulador de las
alteraciones del metabolismo del Ca producida por la diabetes. Actualmente se
ha sugerido que los implantes ortopédicos que contienen vanadio pueden
mejorar la formacion del hueso (Srivastava et al.,2014).

Ademas de los resultados descritos en el presente trabajo, en
publicaciones previas, nuestro grupo, ha observado que la diabetes causa un
incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina y que el tratamiento con
3mgV/dia normalizaba dichos valores (Bermudez-Pefa et al., 2013). El
descenso en la actividad de dicho enzima favorece la formacién del hueso.
Cortizo et al., (2006) encontr6é que el complejo vanadil(IV)-ascorbato estimula
la produccién de colageno en los osteoblastos e inhibe la actividad de la

fosfatasa alcalina en cultivos celulares.

Por otro lado, también hemos observado incrementos en los niveles
circulantes de triglicéridos en ratas diabéticas, los cuales retornan a los valores
control tras el tratamiento con 3mgV/dia (Bermudez-Pefa et al., 2013). Se ha
descrito una marcada correlacion entre los niveles de triglicéridos y los de
OPN (Kiefer et al.,2011).

5.1.2.3. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas sobre la

microestructura del hueso (Tabla 13; Figura 32).

El analisis de tomografia computarizada (micro CT), permite la
reconstruccién del hueso trabecular y cortical en tres dimensiones y
proporciona informacion sobre la formacion del hueso y mineralizacion. Se ha
sugerido que la fuerza del hueso correlaciona con la densidad del volumen
0seo (BT/TV), ademas, la correlaciéon incrementa considerablemente cuando
BV/TV es ajustada por otros indices como el nUmero de trabéculas (Tb.N) y el
espesor trabecular (Th.Th) (Ulrich et al., 1999).

128



Diaphysis

C DM DMV DVHD

Metaphysis

C DM DMV DVHD

Figura 31. Cambios en la microarquitectura del hueso (diafisis y metéfisis), C
(ratas control); DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con
1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). (Tomado de

Sanchez-Gonzalez et al., 2017).

La diabetes tipo 1 se ha asociado con un descenso de la densidad
mineral del hueso en muchos estudios, aunque no en todos (Zhang et al.,
2007).

A nivel del hueso trabecular (metafisis), la diabetes induce una
significativa reduccion en BT/TV, Th.Th y la densidad media de TV. El
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tratamiento con la dosis mas baja de vanadio (grupo DMV), no da lugar a
cambios significativos cuando se compara con el grupo de ratas diabéticas no
tratadas. Sin embargo, el tratamiento con la mayor dosis (DMVH) produce una
gran mejora de la densidad del volumen total (TV) a nivel de la metafisis.
Wang et al., (2012), encontro que el vanadio absorbido por Coprinus comatus

en ratas diabéticas mejoraba la microestructura trabecular.
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Figura 32. Volumen éseo (BV) Valores Medios + DS; C (ratas control);
DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con 1mg
V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores
expresados como media = desviacion tipica. a - Diferente de C; c-
Diferente de DMVH. P<0.05

A nivel del hueso cortical (diafisis), la menor dosis se comporta de un
modo semejante al descrito para el del hueso trabecular, mientras que la dosis
mas alta, en términos generales, ocasiond una aproximacion de los parametros
estudiados a los valores control, destacando la recuperacion observada en el
volumen 06seo (BV).

Estos resultados sugieren que el vanadio, como agente terapéutico
puede mejorar la microestructura del hueso al restaurar los desordenes
ocasionados por la diabetes (Srivastawa et al., 2014), especialmente a nivel de

la microarquitectura cortical.

Modelos animales y celulares han permitido conocer una compleja red

de interacciones entre el hueso, tejido adiposo e higado, modulada a través de
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la secrecion de citokinas pro/anti-inflamatorias y hormonas (Musso et al., 2013).
A nivel del hueso la OPN incrementa la resorcion 6sea al estimular la expresion
de los osteoclastos directamente mediante el reclutamiento de estas células
desde la matriz extracelular del hueso. La activacion de los osteoclastos
incrementa la resorcion 0sea, lo cual da lugar a un incremento de la liberacion
de OPN desde la matriz extracelular hacia el hueso circundante y hacia la
circulacion, perpetuando de este modo las acciones locales y sistémicas de la
OPN (Confavreux, 2011). En el hueso la OPN se encuentra asociada con los
procesos de mineralizacion, tiene la capacidad de unirse directamente a la
hidroxiapatita siendo un potente inhibidor del crecimiento del cristal (Murali et
al., 2016), lo que produce el bloqueo su deposicidén sobre el colageno | (Hunter
et al., 2013). Por tanto, pare que la OPN es uno de los grupos de proteinas que

previenen la formacion de cristales en los tejidos.

De acuerdo con el papel inhibidor de la OPN en el proceso de
mineralizacion, y la asociacidén entre su incremento a nivele sérico con un
empeoramiento de la mineralizacion 6sea (Yuan et al., 2014), sugerimos que,
en nuestro estudio, existe una falta de mineralizacion del hueso en las ratas

diabéticas quel es mejorado y restaurado tras el tratamiento con vanadio.

5.1.3. Sobre el Zn.

5.1.3.1. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas sobre la

utilizacion digestivay metabdlica del Zn (Tabla 9; Figura 34).

Nuestros resultados muestran que las ratas control (grupo C)
presentaron una utilizacion digestiva y metabodlica semejante a la observada en
publicaciones anteriores en ratas (Planells et al., 1994; Rodriguéz-Matas et al.,
1997). El porcentaje de absorcion encontrado en nuestros ensayos se
encuentra dentro del descrito en estudios realizados en humanos (Ribeiro et
al., 2012; Wegmuller et al., 2014) y a los descritos para una poblacién de edad

avanzada a la que se suministra una dieta tradicional china (Li et al., 2017).
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Figura 34. Utilizacion digestiva y metabdlica del cinc. Valores Medios + DS; DM
(ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia); DMVH
(ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores expresados como media +
desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM, c- Diferente de DMV.
P<0.05.

Las ratas diabéticas (DM), como ocurre con el Ca, mostraron un
incremento de la ingesta de Zn derivada de la hiperfagia ocasionada por la
diabetes, lo que justifica el incremento de la absorcion neta (absorbido, Figura
34) encontrada en este grupo. Sin embargo, cuando la absorcion la
expresamos como porcentaje del Zn ingerido, no se aprecian cambios
significativos al comparar con las ratas control (C), aunque si se aprecia una
tendencia a incrementar. Este hecho pone de manifiesto que los cambios
observados en la absorcion de Zn en este grupo (DM), se deben Gnicamente al
incremento de la ingesta y que la diabetes no ha afectado la absorcion

intestinal de Zn.
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Figura 35. Cambios en la expresion genética del transportador de metales
divalentes (DMT1) en rindn (%) Valores Medios + DS; C (ratas control); DM
(ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas tratadas con 1mg V/dia);
DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores expresados
como media * desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM.
P<0.05.

Como en el caso del Ca la mayor absorcion neta de Zn estuvo
acompafiada de unas mayores pérdidas urinarias del cation, debido al
incremento de la filtracion glomerular que causa la poliuria que acompafa a la
diabetes, a pesar de que la enfermedad ocasiona un incremento en la
expresion del transportador de metales divalentes (DMT1) presente en el asa
de Henle y tubulos colectores del rifién (Davenport, 2015) (Tabla 14, Figura
35). El incremento en la expresion del DMTL1, en nuestra opinién, tenderia a
minimizar las pérdidas renales del cation asociadas a la poliuria y ayudaria a
evitar la deplecién corporal de este elemento que ocurre con otros minerales.
Este hecho queda reflejado en que cuando el Zn retenido lo expresamos como
porcentaje de la ingesta, el valor obtenido, a diferencia del Ca que disminuia
(Tabla 8; Figura 30), es ligeramente superior al control, aunque dichas
diferencias no son significativas. Estos cambios en la retencién del elemento

pueden explicar que los niveles séricos del elemento incrementen (Tabla 7).
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El tratamiento con 1mgV/dia (grupo DMV), causa un descenso
significativo de la ingesta de alimento, y en consecuencia de cinc cuando se
compara con las ratas diabéticas (DM), pero, aunque también tiende a
incrementar no modifica significativamente el porcentaje de absorcion, lo que
nos indicaria que, como en el caso de las ratas diabéticas, los cambios en la
absorcion neta, comparados con los del control (grupo C), se deben
exclusivamente a cambios en la ingesta del ion. En este grupo de ratas
encontramos que el tratamiento ocasiona un descenso en la expresion del
DMT1 renal vs a las ratas diabéticas (DM), acercandose a los valores control
(C) (Figura 35). Esta caida explicaria que este grupo (DMV) presente un
porcentaje de excrecidn urinaria de cinc en relacién al Zn ingerido, ligeramente
superior al de las ratas diabéticas (6% vs 7%). Estos pequefios cambios en la
retencion del elemento, en nuestra opinion, pueden justificar que los niveles
séricos del elemento incrementen en comparacion con el grupo control y se
mantengan en valores semejantes a los de las ratas diabéticas (Tabla 7). La
correlacion lineal positiva entre el Zn retenido y el Zn sérico apoyan la hipétesis
comentada (r =,896; P<0,01).

Por otro lado, se ha descrito que el tratamiento con metavanadato sédico
disminuye la expresion del DMT1 a nivel renal, pero no en el higado ni en los
hemisferios cerebrales (Scibior et al., 2014). Este transportador se encuentra
también presente en los enterocitos del intestino delgado (Gunshin et al., 1997;
Ghio et al., 2005), sin embargo, no hemos observado cambios en la absorcién,
lo que nos hace pensar que la expresion del transportador en el intestino no ha
sido alterada por la exposicion a vanadio. En una publicacion anterior no
encontramos cambios en la absorcion de Mn (cation que también es
transportado por DMT1), en ratas sometidas al mismo tratamiento (1mgV/dia)
(Sanchez-Gonzalez et al., 2014b). Estos resultados apoyan la hipétesis de que

el vanadio no modifica la expresion intestinal de DMT1.

El tratamiento con 3mgV/dia (grupo DMVH), disminuye
significativamente la ingesta de alimento, y por tanto la de cinc, asi como las
pérdidas fecales cuando se compara con los grupos DM y DVM, alcanzando
valores semejantes a los controles, Ademas, las pérdidas urinarias en este
grupo, fueron significativamente menores que las encontradas en los
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mencionados grupos (DM y DMV). El resultado final de los efectos descritos,
fue un descenso del cinc absorbido y retenido, aproximandose a los valores
controles. La drastica reduccion de la ingesta, probablemente fue la causa
principal de la caida en la absorcion neta del ion, ya que no se apreciaron
cambios significativos en el porcentaje de absorcion del cation. Sin embargo, el
porcentaje de pérdidas urinarias de cinc en relacién a su ingesta, en este
grupo (DMVH), sea ligeramente superior al de las ratas controles (1% vs 2%,
respectivamente). Estos cambios en la excrecion urinaria podrian haber
participado en el descenso de los niveles séricos encontrados en este grupo y

el ligero incremento del porcentaje de retencion (2%) (Tablas 9).

No obstante, las altas correlaciones lineales positivas entre el alimento
ingerido y niveles séricos de cinc, Zn absorbido y retenido (r=,731;r=,793y
r= ,774 respectivamente; p<0,01 en todos los casos) indican que la utilizacion
digestiva y metabdlica de este elemento parece encontrarse asociados
fundamentalmente a la ingesta del catiébn. En una publicacion anterior de
nuestro grupo también observamos cambios en los niveles plasmaticos de Zn

asociados a los cambios en la ingesta (Planells et al., 1994).

5.1.3.2. Efecto del tratamiento con BMOV(IV) a ratas diabéticas
sobre el contenido de Zn en tejidos (Tabla 11).

La diabetes ocasiona un incremento del contenido de Zn en todos los
tejidos estudiados excepto en el corazén. Como se ha comentado en el
apartado anterior, en las ratas diabéticas se aprecia un aumento del cinc sérico
directamente asociado al alimento ingerido y por tanto, a la mayor ingesta del
cation. Pensamos que este aumento es el responsable del aumento de la
concentracion de Zn en los tejidos en este grupo experimental (DM). Las
correlaciones positivas entre la ingesta de alimento y contenido de Zn en rifidn,
higado, musculo y fémur, avalan estos comentarios (Tabla 12). Oster et al.,
(1993) también encuentran en ratas diabéticas incrementos tisulares de Zn,
mientras que Gomez et al., (2017) no aprecian cambios significativos en
higado y rifidn. Recientemente (Karganov et al., 2020) ha puesto de manifiesto

en ratas diabéticas, incrementos del contenido renal de Zn y tendencias a
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aumentar en higado y plasma, mientras que en el corazon tendia a disminuir,

resultados que se asemejan a los encontrados en nuestro trabajo.

Concentracion de cinc al final del periodo experimental
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Figura 36. Valores Medios + DS; DM (ratas diabéticas STZ); DMV (ratas diabéticas
tratadas con 1mg V/dia); DMVH (ratas diabéticas tratadas con 3mg V/dia). Valores
expresados como media + desviacion tipica. a - Diferente de C; b- Diferente de DM;
c- Diferente de DMV. P<0.05.

Nuestro grupo ha encontrado incrementos de los contenidos tisulares de
elementos traza en ratas diabéticas, asociados a la ingesta del elemento en el
caso del Se (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a) y del Fe (Sanchez-Gonzalez et
al., 2014a). Sin embargo en el caso del Mg, en las ratas diabéticas no se
aprecia dicha asociacion, permaneciendo los contenidos tisulares del catién en
valores préximos a los controles o tendiendo a disminuir (Bermudez-Pefia et
al., 2013).

El incremento de los niveles circulantes de Zn cuando las ratas se
exponen a la menor dosis de vanadio (grupo DMV), no dan lugar a un
incremento significativo de su depdsito en todos los tejidos, como ocurria con
en las ratas diabéticas (DM). En este grupo solo apreciamos incrementos

significativos en el rifion y masculo. Scibior et al., (2014), en ratas sanas
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tratadas con metavanadato sédico observan un descenso del contenido de Zn
en el higado y no encuentra cambios significativos en el rifidén, bazo y
hemisferios cerebrales. Aungue esta publicacién muestra diferencias con
nuestros resultados, este hecho posiblemente se deba a los diferentes disefios

experimentales, compuesto de vanadio y dosis utilizadas.

En principio podemos pensar que estos resultados se contradicen con
gue en este grupo la retencion del cation es un 3% superior al de las ratas
control y un 2% al de las diabéticas no tratadas. Pero no debemos olvidar que
los resultados son parciales, ya que no se han analizado todos los tejidos
corporales y el tratamiento podria haber producido una redistribucién por los
diversos tejidos.

Esta dosis aunque, como se ha comentado, no presenta efectos
metabdlicos sobre la glucemia tiende a restaurar las alteraciones en la

homeostasis del cinc ocasionada por la diabetes.

En trabajos anteriores se ha descrito que la exposicion de ratas
diabéticas a diversos compuestos de vanadio afecta el contenido tisular de
diversos elementos, concretamente encuentran un descenso de los niveles de
Zn en el rindn (Oster et al., 1993; Krosniak et al., 2013a) y un incremento en el
bazo (Krosniak et al., 2013b), cuando se comparan con las ratas diabéticas no
tratadas. Estos resultados coinciden con los encontrados en nuestro estudio
para el rifidn, pero no en el caso del bazo que en nuestro caso no presenta
cambios significativos cuando se compara con las diabéticas no tratadas (DM).
En general se percibe que el vanadio tiende a disminuir el contenido tisular de
Zn.

La ingesta de 3mgV/dia conduce a un descenso de los niveles séricos
(Tabla 7). Sin embargo, en una reciente publicacion no observan cambios en
los niveles plasméaticos de Zn en terneras tratadas con vanadio (Pal et al.,
2018). Estas diferencias se pueden deber a los diferentes especies empleadas

en los estudios.

Los descensos en el Zn sérico que pueden explicar el descenso del

contenido de Zn en rifién e higado y que no se encuentren variaciones
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significativas en el resto de tejidos estudiados cuando se comparan con las
ratas control. En términos generales encontramos que los depdsitos de Zn en
los tejidos se encuentran positivamente correlacionados con los niveles séricos

de este elemento (Tabla 11).

Los resultados expuestos nos indican que la mayor dosis, ademas de
devolver la glucemia a los valores control, también permite una casi completa
restauracion de los cambios provocados por la diabetes en la utilizacion

digestiva y metabolica del Zn.

5.2. ESTUDIOS “IN VITRO”.

En estudios anteriores (Rivas-Garcia et al., 2020) ensayamos la
solubilidad y la estabilidad del compuesto empleado en nuestros estudios
(BMOV) en el medio de cultivo. Los resultados de la resonancia magnética
nuclear (NMR) mostraron que el compuesto es estable durante varios dias sin
mostrar signos de descomposicién ya que cuando el compuesto se disolvié en
el medio de cultivo, no se observaron las sefiales correspondientes al ligando
(maltol). También se estudiaron las interacciones “ex vivo” entre el BMOV y la
transferrina, observandose la capacidad del compuesto para interactuar con
ligandos bioldgicos y penetrar en el medio interno. En este mismo estudio
también abordamos la viabilidad de células HepG2 a cuatro concentraciones
de vanadio (350, 750, 1500 y 3000 ug/L), estas concentraciones fueron
seleccionadas en funcién de los niveles plasmaticos y hepaticos de vanadio
que nuestro grupo encontrd en estudios realizados anteriormente in vivo
(Sanchez-Gonzalez et al., 2012a; Sanchez-Gonzalez et al., 2012b; Sanchez-
Gonzalez et al., 2014a). Al finalizar el tiempo de exposicion (32 h) se determiné

la viabilidad celular usando el método MTT.

Los resultados obtenidos en los ensayos de exposicion a BMOV durante
32h muestran una caida significativa de la viabilidad celular respecto a los
controles a partir de la dosis de 750 pgV/L (Figura 37). Estos resultados,
indican que el tratamiento con las tres dosis superiores presenta efectos
toxicos sobre las células hepaticas, lo que podria estar relacionado con los

efectos prooxidante y proinflamatorios encontrados por nuestro grupo en ratas
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en los experimentos "in vivo" (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a; Sanchez-

Gonzalez et al., 2012h, Sdnchez-Gonzélez et al., 20142).
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Figura 37. Viabilidad celular de la linea HepG2 segun el ensayo MTT tras
someterlas a diferentes concentraciones de V durante 32 h (Tomado de
Rivas-Garcia et al., 2020).

(@) Control vs concentracion 750 pg V/Lo concentracion 1,5 mg V/Lo
concentracion 3 mg V/L; (b) Concentracion 350 pg V/L vs concentracion 750
Mg V/L o concentracién 1,5 mg V/Lo concentracion 3mg V/L; (c) concentracion
750 pg VIL vs concentracion 3 mg V/L; (d) Concentracion 1,5 mg V/L vs
concentracion 3 mg V/L (Tomado de Rivas-Garcia et al., 2020)

5.2.1. Sobre la captacion de Ca 'y Zn por células HepG2 tras 32 horas de
exposicion a BMOV(IV) (Tlabla 6).

Es conocido que el calcio y el cinc se transportan a través de la
membrana celular por distintos sistemas de transportadores (ver introduccion
apartados 2.3.2. y 2.4.3.). Sin embargo, existe poca informacién sobre la
capacidad del vanadio para modificar la captacion de ambos elementos. Del
mismo modo se desconoce si la sobreexposicidén a vanadio puede alterar la

funcionalidad de los transportadores.

En la revision realizada en el presente estudio, no se ha encontrado

informacion relativa sobre posibles alteraciones en el comportamiento y/o
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cambios en la expresién de transportadores para calcio y en el caso del cinc se

ha descrito muy poca informacion (Scibior et al., 2014; Ghio et al., 2015)

Para la realizacion de este estudio empleamos la dosis mas alta utilizada
en los experimentos de viabilidad celular (3mgV/L), la cual ocasionaba un claro

descenso de la viabilidad celular.

Figura 38.Contenido de V, Ca y Zn en el medio de cultivo y
células HepG2 expuestas a 3 mg/L de V durante 32 h. Valores
medios + DS. a-diferente de C. P<0,05.

Los resultados encontrados muestran que la incorporacion del BMOV al
medio de cultivo produce un incremento significativo del contenido celular de
los dos elementos estudiados. Un 830 % para el V, un 49% para el Cay un
60% en el caso del Zn (Tabla 15; Figura 38).

Se conoce que el DMT1 también transporta V (como V2 o0 VO?¥)
(Mackenzie et al., 2007; Ngwa et al., 2009). Sin embargo, es poco conocida la
capacidad del V para bloguear o modificar la expresion del transportador.
Como se ha comentado, Scibior et al., (2014) en ratas tratadas con
metavanadato sodico. aprecian un descenso de la expresion del transportador
en rifidn pero no en higado y cerebro. Sin embargo Ghio et al., (2015) han
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encontrado un incremento de la expresion de DMT1 en el epitelio bronquial

humano tras la exposicion a VOSOa.

Los resultados sobre la expresion del transportador DMT1, muestran que
a nivel renal el tratamiento con 3mgV/dia no la modifica (Tabla 14), lo que nos
permite pensar que tampoco lo hizo a nivel hepéatico, lo que indicaria que la
captacion de V posiblemente se ha realizado mediante difusiéon pasiva,
siguiendo el diferente gradiente de concentracion entre ambos lados de la

membrana.

En el caso del calcio estos resultados no coinciden completamente con
los encontrados en el estudio de la utilizacion digestiva y metabdlica, donde
observamos que el tratamiento con 3mgV/dia no incremento la absorcion
intestinal del catién ni el contenido en los tejidos a excepcion del musculo
esquelético, cuando los comparamos con las ratas control (Tablas 8 y 11). Los
diferentes resultados encontrados podrian deberse a las diferentes
circunstancias experimentales. No obstante, hay que indicar que el estudio “in
vitro” se realiz6 en células hepaticas (HepG2) y si nos centramos en el higado
de las ratas del grupo DMVH, comprobaremos que aunque el contenido de
calcio en este 6rgano no difiere significativamente del encontrado en las ratas
control, si se aprecia un incremento significativo cuando lo comparamos con las
ratas diabéticas no tratadas. Este hecho indicaria que a esta dosis el vanadio
ha facilitado la entrada del calcio en el hepatocito, o que coincide con los
resultados obtenidos “in vitro”. Lo quel nos permite pensar que la exposicion a

vanadio ha modificado el estatus de los sistemas de transporte de calcio.

Con respecto al cinc, se conoce que el transportador de metales
divalentes-1 (DMT1) es un transportador importante para la captacion celular

de este elemento (Gunshin et al, 1997).

El incremento del contenido en Zn, tras la exposicidén a V podria deberse
a la participacion conjunta de varios procesos. Por un lado, un incremento en la
expresion de otros transportadores de membrana no DMT1 (ZIP y/o ZnT) lo
que favoreceria la captacién del elemento. Por otro lado, se ha descrito en
estudios reslizados “in vitro” que la hepcidina reduce la salida del Zn de la

célula, al disminuir la expresién del transportador ZnT1 pudiendo favorece los
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procesos inflamatorios (Hennigar y McClung, 2016). La hepcidina es un péptido
sintetizado principalmente en los hepatocitos que inhibe el eflujo de hierro
dependiente de ferroportina, la union de la hepcidina a la ferroportina provoca
su internalizacion y degradacion de la ferroportina (Ganz and Nemeth, 2006,
2011). Nuestro grupo ha encontrado que el V incrementa la expresion de la
hepcidina en las células hepaticas de ratas no diabéticas y que dicho proceso
va acompafado de un incremento del estrés oxidativo e inflamatorio, (Sanchez-
Gonzalez et al., 2012b; Sanchez-Gonzélez et al. 2014a), circunstancia que
dificultaria la salida de Zn, facilitando el depdsito del metal en las células,. El
incremento de la expresidn de la hepcidina hepatica no se ha observado en las
ratas diabéticas tratadas con vanadio (datos no publicados). Posiblemente este
hecho explique que en las ratas diabéticas tratadas con 3mgV/dia (grupo
DMVH) no se aprecien incrementos del contenido de Zn en los tejidos
estudiados (Tabla 11).
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6. CONCLUSIONES
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Sobre los estudios “In vivo”

Sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del

calcio

12.- El tratamiento a ratas diabéticas con 6,22 mg de bis(maltolato)oxovanadio
(IV) / dia (1 mg V / dia), no ejercio ningun efecto antidiabético pero corrigio, en
parte, las alteraciones en la absorcion y retencion del calcio ocasionadas por la
diabetes, lo que permitid recuperar el contenido de calcio de algunos de los

tejidos estudiados.

22.- La exposicion a 18,66 mg de bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia (3 mg V /
dia) ejerce un claro efecto antidiabético, normalizando la glucemia en ayunas y
la ingesta de alimento y restablece los cambios en la absorcion, retencion y

contenido tisular del calcio producidos por la diabetes.

32.- Los estudios de microarquitectura 6sea permiten concluir que la diabetes
inducida por estreptozotocina, produjo un empeoramiento del proceso de
mineralizacion del hueso que fue mejorado y restaurado tras el tratamiento con
18,66 mg de bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia, proceso que se encontro
favorecido por el efecto inhibidor del vanadio sobre la expresion de la
osteopontina.

Sobre el efecto del tratamiento con vanadio sobre la homeostasis del cinc

43 - El tratamiento a ratas diabéticas con 6,22 mg de bis(maltolato)oxovanadio
(IV) / dia a no corrigi6 las alteraciones en la utilizacion digestiva y metabdlica
del cinc ocasionadas por la enfermedad. Mientras que el tratamiento con

18,66 mg de bis(maltolato)oxovanadio (IV) / dia normalizé las alteraciones en la

absorcion y retencién del cation presentes en las ratas diabéticas no tratadas.

52.- La normalizacién en la utilizacion digestiva y metabdlica ocasionada en
respuesta el tratamiento con la dosis mas alta ensayada (3mgV/dia), permitié
restablecer completamente los contenidos tisulares de cinc alterados por la

diabetes
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Sobre los estudios “In vitro”

62.- La exposicion de células de la linea HepG2 a 3 mg V / L durante 32 horas,
ocasiono un incremento del contenido celular de calcio y cinc mediante
mecanismos que actualmente desconocemos, por lo que proponemos la
realizacion de futuros estudios que permitan saber si los cambios descritos se
deben a alterciones en el proceso de captacion o de extrusion celular de ambos

elementos.
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