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Presentacion

Objetivo _general. Comparar entre hombres y mujeres con sindrome metabdlico
(SM), los efectos del consumo del agraz colombiano en la resistencia a la insulina,
capacidad antioxidante y marcadores de oxidacién e inflamacion.

Obijetivos especificos.

» Determinar los efectos del consumo de un néctar de agraz, comparado con
placebo, en la capacidad antioxidante y el nivel de oxidacion de lipidos en el
suero de hombres y mujeres con SM.

» Evaluar los efectos del consumo del néctar de agraz, comparado con
placebo, en la resistencia a insulina y algunos marcadores inflamatorios en
la poblacion de estudio.

» Establecer si se presentan diferencias entre hombres y mujeres con este
sindrome para las variables estudiadas, después de consumir néctar de
agraz comparado con placebo.

Pregunta de investigacion.

¢ Existen diferencias entre hombres y mujeres con Sindrome metabdlico, en cuanto
a los efectos del consumo de un néctar de agraz colombiano en la capacidad
antioxidante, resistencia a la insulina y marcadores de oxidacién e inflamacién?

Formato de presentacion del trabajo de investigacion.

Siguiendo el reglamento del posgrado en Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias de
la Universidad de Antioquia, en el articulo 19 “Trabajos de investigacion para
maestrias” y especificamente el paragrafo 1 seccion b, se presenta el documento
en formato tipo articulo.



Resumen

ANTECEDENTES. EIl sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores
relacionados que aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares. El agraz colombiano Vaccinium merdionale Swartz, contiene
polifenoles que podrian modular algunos componentes del SM. Estudios
epidemioldgicos, clinicos y de intervencién han mostrado diferencias entre hombres
y mujeres en los componentes del SM y en la capacidad antioxidante. Por lo tanto,
es importante determinar si existen diferencias entre géneros en la respuesta a
intervenciones dietarias para tratar el SM. OBJETIVO. Comparar entre hombres y
mujeres con SM, los efectos del consumo del agraz colombiano (mortifio) en la
resistencia a la insulina, capacidad antioxidante y marcadores de oxidacion e
inflamacion. METODOLOGIA. Cincuenta y dos hombres y mujeres (n=26 en cada
grupo) diagnosticados con SM segun los criterios del ATP I, participaron en este
estudio doble ciego, de disefio cruzado y 12 semanas de duracién. Los participantes
fueron asignados para consumir un néctar de agraz o un placebo por 4 semanas y
después de 4 semanas de lavado fueron cambiados al tratamiento alternativo. Al
final de cada periodo de tratamiento (agraz y placebo) se obtuvieron muestras de
sangre en ayunas y se evaluaron los componentes del SM, resistencia a la insulina,
capacidad antioxidante y algunos marcadores de oxidaciéon [Lipoproteina de baja
densidad (del inglés, Low-density lipoprotein-LDL) oxidada-LDLox] e inflamacién
(proteina C-reactiva ultrasensible- PCR-us). RESULTADOS. Después de consumir
la dosis de agraz suministrada en este estudio (200 mL de néctar equivalente a los
fenoles totales presentes en 200g de agraz fresco), hubo una tendencia a aumentar
los niveles de antioxidantes (hombres: +4 mg/AG/L mujeres: +15 mg AGIL;
p=0,3279) y a disminuir los niveles de PCR-us en ambos géneros (hombres: -0,4
mg/dL, mujeres: -0,7 mg/dL; p=0,505). Ademas, las mujeres que incrementaron sus
fenoles después de consumir agraz, tuvieron una reduccién significativa en la
resistencia a la insulina (Homeostatic model assessment of insulin resistance-
HOMA-IR = 4), la cual fue también significativamente diferente a los resultados en

hombres (HOMA-IR: =7, p= 0,002). Mientras que los hombres que incrementaron
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su capacidad antioxidante después de consumir agraz, tuvieron una mayor
reduccion de niveles de LDLox (312 ng/mL), lo cual fue significativo (p= 0,008)
comparado con las mujeres (336 ng/mL). CONCLUSION. Existen diferencias
importantes entre los géneros en los efectos del consumo de agraz en personas con
SM.

Palabras claves. Agraz, sindrome metabdlico, insulino-resistencia, antioxidantes,

inflamacioén, oxidacion.



Abstract

BACKGROUND. Metabolic syndrome (MS) is constellation of related factors that
increase the risk of developing cardiovascular diseases. The Colombian agraz
Vaccinium meridionale Swartz contains polyphenols that could modulate some
components of the MS. Epidemiological, clinical and intervention studies have
shown differences between men and women in the components of the MS and in
the antioxidant capacity. Therefore, it is important to determine whether there are
gender differences in the response to dietary interventions aimed to modulate MS.
OBJECTIVE. To compare between men and women with MS, the effects of
Colombian agraz (mortifio) consumption on insulin resistance, antioxidant capacity
and markers of oxidation and inflammation. METHODOLOGY. Fifty-two men and
women (n = 26 in each group) diagnosed with MS according to the criteria of ATP
[, participated in this 12-week, double-blind, cross-over study. Participants were
assigned to consume agraz nectar or placebo for 4 weeks and after 4 weeks of
washout, they were switched to the alternative treatment. At the end of each
treatment (agraz and placebo), fasting blood samples were obtained and the
components of the MS, insulin resistance, antioxidant capacity and some oxidative
(oxidized Low-density lipoprotein-oxLDL) and inflammation markers (high sensitive
C-reactive protein-hsPCR) were evaluated. RESULTS. After consuming the agraz
dose supplied in this study (200 mL of nectar equivalent to the total phenols present
in 2009 of fresh agraz), there was a tendency to increase the levels of antioxidants
(men: +4 mg/AG/L women: +15 mg AG/L; p=0.3279) and to reduce the levels of
hsCRP in both genders (men: -0.4 mg/dL, women: -0.7 mg/dL; p=0.505). In addition,
women who increased their phenols after consuming agraz, had a significant
reduction in insulin resistance (HOMA-IR=4), which was different to the results in
men (HOMA-IR= 7, p = 0.002). While men who increased their antioxidant capacity
after consuming agraz, had a better effect on the reduction of oxLDL levels (312
ng/mL) that was significant (p=0.008) compared to women (336 ng/mL).
CONCLUSION. There are important differences between genders in the effects of

agraz consumption in people with MS.



Keywords. Metabolic syndrome, agraz, insulin resistance, oxidation, inflammation,

antioxidants.



Introduccién

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores relacionados que aumentan
el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, y se
encuentra asociado a comorbilidades como estados protromboéticos y
proinflamatorios (1,2).

La prevalencia del SM varia segun los criterios utilizados, pero de manera global
presenta un valor entre el 14% y 25% en adultos de la mayoria de paises (3). En
Latinoamérica algunos estudios han encontrado prevalencias que oscilan entre el
13y 27% (20,4% en Bogot4; 16,7% en Buenos Aires; 17,9% en Lima; 27,2% en
Ciudad de México; 13,7% en Quito; 21,0% en Santiago) (4). En Colombia, la
prevalencia de SM varia segun la region del pais y la poblacién estudiada; para
adultos en Bogotéa se reportd una prevalencia de 28% (5), en la ciudad de Medellin
de 41% (6), de 19,6% en una poblacién Antioquefia (7) y 17% en poblacién

(personal de la salud) de una institucién universitaria (8).

Desde 1988, Reaven postuld la resistencia a la insulina como un evento central en
la patogénesis del SM (9), siendo el principal contribuyente al desarrollo de los
demas desérdenes metabdlicos. Dicha resistencia es producida principalmente por
el aumento de acidos grasos libres, los cuales alteran la accién de la insulina al
producir una inhibicion en su sefalizacion celular y potenciando no solo una
alteracion en el metabolismo de carbohidratos, sino también en el metabolismo
lipidico (10).

Adicional a la resistencia a la insulina, los pacientes con SM presentan acumulacion
de grasa abdominal, niveles elevados de glucosa plasmatica y de la presién arterial
(2,11). Estas alteraciones pueden generar un estado proinflamatorio (12,13), al
aumentarse la produccion de citoquinas proinflamatorias (11,14) y estrés oxidativo
(ej. peroxidacion lipidica) (12,13) causado por el incremento de especies reactivas

del oxigeno (ERO) (12,15). El estrés oxidativo se establece por un desbalance entre



la produccion de ERO (agentes oxidantes) y la capacidad antioxidante del cuerpo
(16).

En personas sanas existe un equilibrio en las ERO y los agentes antioxidantes, pero
en los pacientes con SM hay reduccion de las defensas antioxidantes (enddégenas)
y un mayor incremento de ERO (11,17). Este estado es causado por la resistencia
a la insulina (generando hiperinsulinemia), niveles bajos de HDL (del inglés, High-
Density Lipoprotein) -que contiene también enzimas antioxidantes-, hiperplasia de
adipocitos e incremento de LDL (del inglés, Low-Density Lipoprotein) pequefas y
densas (mas propensas a oxidacion) (11,17). Por lo cual, el aumento en el consumo
de antioxidantes se ha planteado como una alternativa terapéutica para pacientes
con SM (18).

Los tratamientos de primera linea para el SM son el ejercicio fisico y modificaciones
en la dieta (18-20), pero para aquellos individuos en los que estas estrategias no
son posibles o suficientes, se emplean diferentes farmacos para tratar cada
componente del sindrome, dado que no existe un medicamento que los trate
simultaneamente; lo que resulta en problemas de polifarmacia en estos pacientes.
Las frutas y verduras contienen numerosos polifenoles, los cuales han demostrado
no sélo actividad antioxidante, sino también anti-inflamatoria e hipolipemiante,
presentando un gran potencial para mejorar los factores de riesgo del SM, con

menos efectos adversos (18,21,22).

Colombia posee una riqueza natural en frutas y verduras. Un ejemplo es Vaccinium
meridionale Swartz o agraz, un fruto rojo de la familia Vaccinium, de la cual se ha
registrado 400 especies diferentes, ricas en compuestos polifendlicos con
propiedades antioxidantes (23,24) y se perfilan como candidatos potenciales para
reducir el estrés oxidativo (25-27) y los estados proinflamatorios (14). Estudios
realizados en otros paises, evaluando los efectos del consumo de arandanos
(Vaccinium ashei y Vaccinium corymbosum) en humanos con SM y obesidad,
observaron disminuciones en la resistencia a la insulina y en los biomarcadores de

peroxidacion lipidica y de inflamacion (28,29).
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Para evaluar los efectos del consumo de frutos ricos en polifenoles sobre los
componentes del SM, es importante tener en cuenta las caracteristicas de la
poblacion estudiada, dado que estudios epidemioldgicos y clinicos recomiendan
usar diferentes puntos de corte o valores riesgo para SM segun el género, basados
en diferencias observadas entre hombres y mujeres (1,30) tales como, en la
concentracion del colesterol HDL (cHDL) (31,32), la distribucion de la grasa corporal
(33,34) y en la resistencia a la insulina (35). Estudios también sugieren diferencias
en los otros componentes del sindrome entre generos,como en el metabolismo de
los lipidos en general (no solo en el cHDL) (36,37), en la concentracion de glucosa
plasmatica, en la presién arterial e incluso en niveles de marcadores de inflamacién
(38).

Asimismo, varios estudios hallaron variaciones en la capacidad antioxidante entre
hombres y mujeres (39-42), sin embargo las poblaciones estudiadas y los resultados
reportados son heterogéneos. Estudios han encontrado una mayor capacidad
antioxidante en hombres, comparado con mujeres, después de consumir frutas;
pero dichos estudios no incluyeron personas con SM, ni se han encontrado efectos
diferenciales entre hombres y mujeres después de consumir agraz para esta
variable ni otras relacionadas con los componentes del SM (39-42). En este sentido,
este trabajo determind los efectos del consumo del agraz colombiano en la
resistencia a la insulina, la capacidad antioxidante, marcadores de inflamacién y

oxidacién entre hombres y mujeres con SM.

Materiales y métodos:

a. Poblacion _de estudio. Se incluyé una poblacién de 26 hombres y 26

mujeres, diagnosticados con SM segun los criterios del ATP Il (1), a saber:
triglicéridos 2150 mg/dL, glucosa en ayunas 2100 mg/dL, colesterol HDL <40
mg/dL (hombres) y <50 mg/dL (mujeres), perimetro abdominal 2102 cm
hombres y 288 cm mujeres, y presion arterial 2130/285 mmHg. Hombres y

mujeres fueron pareados segun edad e indice de masa corporal (IMC). La
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estimacion del tamafio de la muestra se realizé mediante estudios previos en
personas con SM que consumieron uva (fruta rica en polifenoles) siguiendo
un protocolo similar y que encontraron reduccion significativa de la presion
arterial sistdlica, triglicéridos y algunos marcadores inflamatorios en cada

género por separado (43,44).

Criterios de exclusion. Enfermedad renal, enfermedades del corazén,

triglicéridos 2500 mg/dL, diagnostico de diabetes o glicemia plasmatica en
ayunas 2126 mg/dL, uso de medicamentos anti-inflamatorios,
antihipertensivos, hipolipemiantes y/o consumo de cigarrillo. Consumo de

suplementos o nutracéuticos.

Disefio_experimental. Estudio doble ciego de disefio cruzado, con una

duracion de 12 semanas. Después de firmar el consentimiento informado, los
voluntarios que cumplieron con tres de los criterios del SM. Los voluntarios
se asignaron para consumir un néctar de agraz o un placebo por 4 semanas
y después de 4 semanas de lavado fueron cambiados al tratamiento
alternativo. Al final de cada periodo de tratamiento (agraz y placebo) se
obtuvieron muestras de sangre en ayunas (10-12h de ayuno nocturno) y se
midieron los parametros del SM. Adicionalmente se les solicitd el mismo
registro de dieta y actividad fisica durante la Gltima semana de cada periodo.
Durante todo el estudio (incluidas las 4 semanas de lavado), se solicit6 a los
voluntarios no cambiar su actividad fisica habitual y sus habitos alimentarios,
excepto por el consumo de productos ricos en polifenoles como uva, té verde,
vino, entre otros. Se proporciond a los participantes una lista de los productos

gue no debian consumir.

Néctar de agraz. Se proporcioné un néctar de agraz reconstituido a partir

del fruto liofilizado, el cual pas6 por un proceso de seleccion, desinfeccion,
escaldado, licuado y prensado, antes de ser liofilizado. La dosis diaria fue

equivalente a los fenoles totales presentes en 230g de peso fresco del fruto.
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El placebo fue elaborado para semejar los aspectos sensoriales (textura,

sabor,

olor, apariencia) del néctar de mortiio y la cantidad de

macronutrientes, excepto por el contenido de polifenoles. Se realizaron

analisis de macronutrientes y microbiologico al liofilizado del fruto y al

placebo.

e. Recoleccion de muestras.

f.

Sangre total y suero. Se extrajo sangre total después de 10 a 12 horas
de ayuno nocturno, de la vena ante-cubital en tubos con EDTA, y en
tubos sin anticoagulante para la obtencion de suero. Las muestras se

almacenaron a -70°C para los analisis posteriores.

Aislamiento de células mononucleares. Inicialmente mediante muestra
de sangre total obtenida de tubo con anticoagulante se realizd
aislamiento de mononucleares, usando un gradiente de densidad con
el reactivo Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Brevemente, las muestras de sangre total con Histopaque 1077 fueron
centrifugadas, obteniéndose la separacion celular mediante gradiente
de densidad. Se aspir6 la capa correspondiente a los mononucleares
y se lavaron con fosfato buffer salino (PBS). El numero de
mononucleares se obtuvo por conteo celular en cdmara de Neubauer
a través de microscopio de luz, y las células se almacenaron a -70°C

hasta su posterior andlisis.

Variables del SM

Presion arterial (PA). Se midio en el brazo derecho a nivel del corazén,
después de 5 minutos de reposo en posicion sentada y usando un

monitor de PA automatico (Omrom, Healthcare Inc., Bannockburn, IL).
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Se realizaron dos mediciones separadas por 1 minuto, y se uso el

promedio para el analisis (45).

Medidas antropomeétricas. El peso corporal se midié en una balanza
digital calibrada y la talla con un un tallimetro portatil. EI perimetro
abdominal se midié en el borde superior de la cresta iliaca utilizando
una cinta métrica corporal flexible (no elastica) después de una

espiracion normal (46).

Glucosa en ayunas. Se midié utilizando una adaptacion del método
hexoquinasa glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, que se basa en que
la hexoquinasa cataliza la fosforilacion de glucosa en presencia de
adenosina 5’ trifosfato y magnesio para formar glucosa 6 fosfato (G6P)
y adenosina difosfato. La G6P se oxida mediante la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa en presencia de nicotinamida adenina dinucleotido
(NAD) para producir 6 fosfogluconato y nicotinamida adenina
dinucleotido deshidrogenasa (NADH). Una mol de NAD se convierte
en una mol de NADH por cada mol de glucosa presente. La NADH es
susceptible de medicién a 340-383nm y su presencia es directamente
proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra. La lectura

se realizd en un equipo automatizado (SIEMENS, Alemania) (47).

Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (cHDL, del inglés
High-Density Lipoprotein). La técnica se basa en dos reactivos, donde
en la primera reaccion los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, del inglés very-low density lipoprotein) y las LDL
forman un complejo hidrosoluble de dextrano en presencia de sulfato
de magnesio, estos compuestos son resistentes a la colesterol
esterasa y a la colesterol esterasa modificada con polienglicol (PEG)
gue reaccionan con el colesterol asociado a las HDL. En presencia de

oxigeno, el colesterol asociado a las HDL se oxida a 4-colestenona y
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peréxido de hidrégeno, este Ultimo reacciona a continuacion con 4-
aminoantipirina 'y  N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-5-dimetoxianilina
(HSDA) de sodio en presencia de peroxidasa para formar un colorante
gue se mide en equipo automatizado (SIEMENS, Alemania), mediante
técnica de punto final bicromatica a 600nm y 700nm. La intensidad del
color es directamente proporcional a la concentracion sérica del cHDL
(48).

V. Triglicéridos. Se utiliz6 un método enziméatico colorimétrico, donde la
muestra es incubada con un reactivo que contiene lipoproteina lipasa
(LPL), la cual hidroliza los triglicéridos en &cidos grasos y glicerol libre.
La glicerol quinasa cataliza la reaccion de fosforilacion de glicerol por
adenosina 5’ trifosfato en glicerol 3 fosfato. La enzima glicerol 3 fosfato
oxidasa produce una reaccion de oxidacion al glicerol 3 fosfato
convirtiéendolo en dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrégeno
(H202). La accion catalizadora de una peroxidasa forma quinoneimina,
aminoantipirina y 4-clorofenol apartir del H202. La absorbancia de la
quinoneimina medida en técnica bicromatica a 510nm y 700 nm en
equipo automatizado (SIEMENS, Alemania), es directamente
proporcional a la concentracion de glicerol y sus derivados

(triglicéridos) en la muestra (48).

g. Resistencia la insulina

I. Insulina. La cuantificaciéon de insulina se realizé mediante ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) tipo sandwich y utilizando
un equipo automatizado (SIEMENS, Alemania) para la lectura. El
ensayo consiste en dos anticuerpos, uno monoclonal de raton
antiinsulina en fase solida que captura la insulina presente en la
muestra y un segundo anticuerpo monoclonal de ratén anti-insulina

unido de forma covalente a particulas paramagnéticas, que genera
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una reaccion de quimioluminescencia. La cantidad de insulina
presente en la muestra de suero es proporcional a la luz producida por

la reaccion y esto es detectado por el equipo automatico (49).

HOMA-IR (del inglés, Homeostatic model assessment of insulin
resistance). El calculo del indice HOMA-IR se efectu6 mediante la
férmula HOMARr= insulina pUI/mL x glucosa mg/dL)/ 405 (50).

h. Marcadores de inflamacion

Proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us). Se midi6 mediante
inmunoturbidimetria en un analizador automatico (SIEMENS,
Alemania). Las particulas recubiertas con anticuerpos anti PCR se
agregan en presencia de PCR de la muestra. La agregacion que se
presenta es directamente proporcional a la concentracion de la PCR

contenida en la muestra (51). Los resultados son reportados en mg/L.

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NFkB). Para realizar la medicion de este marcador de
inflamacion se realiza previamente la extraccion del componente
nuclear de las células mononucleares obtenidas, mediante el Nuclear
Extraction Kit (Abcam ab113474); el cual contiene una serie de
reactivos que permiten degradar membranas y mediante
centrifugacion aislar el componente nuclear de la células (52).
Posterior a la extraccion del componente nuclear se midio el factor de
transcripcion NF-kB mediante ELISA tipo sandwich con el NFKB p65
Transcription Factor Assay Kit (Abcam ab133112), que permite la
cuantificacion de la fracciébn p65 en los extractos nucleares de las
células mononucleares. Brevemente, en una placa de 96 pocillos
sensibilizados con una cadena de ADN bicatenario (ADNds) que
contiene el elemento respuesta del NFkB, el contenido de NFkB p65

presente en la muestra de extracto nuclear se une a la cadena de
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ADNds y para la deteccion se utilizan dos anticuerpos uno primario
dirigido contra el NFKkB p65 y un secundario conjugado con una
enzima que permite una reaccion colorimétrica susceptible de ser
medida a 450nm (53).

i. Marcadores de oxidacion

Sustancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS). Se determino
TBARS con el TBARS Assay Kit (Cayman 10009055), el cual se basa
en una medicion cuantitativa directa de malondialdehido (MDA) (un
producto de peroxidacion lipidica) en muestras biolégicas. EIl MDA
contenido en la muestra de suero y en los estdndares reacciona con
el &cido tiobarbitlrico (AT) después de una incubacion a 95°C,
formando un aducto (AT-MDA) el cual se midio
espectrofotométricamente a 530nm. El contenido de MDA de las
muestras desconocidas es determinado con una curva estandar de

MDA de concentraciones conocidas (54).

Lipoproteina de baja densidad (LDL, del inglés Low-Density
Lipoprotein) oxidada - LDLox. La medicion se realiz6 mediante ELISA
tipo sandwich siguiendo las instrucciones del fabricante (Human
Oxidized LDL ELISA Kit-MDA LDL quantitation, Cell Biolabs, INC.
STA- 369). En una placa de 96 pocillos sensibilizados con un
anticuerpo contra MDA, se capturan las LDLox presentes en la
muestra de suero. Posteriormente, se adiciona un segundo aticuerpo
unido a biotina contra la apoproteina B-100, después de la fomacion
del complejo (Ac-Ag-Ac) se adiciona estreptavidina unida a una
enzima, que mediante la adicion de un sustrato permite la formacion
de color que se mide espectrofotométricamente a 450 nm. El
contenido de MDA presente en la muestra puede ser cuantificado
mediante una curva estandar de MDA predeterminada (55).
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Contenido de fenoles y capacidad antioxidante

Desproteinizacion del suero. Con el objetivo de eliminar la
interferencia de las proteinas en la medicion de fenoles totales y
capacidad antioxidante se realizO la desproteinizacion del suero
siguiendo el protocolo descrito por Serafini M. y colaboradores (56)
con algunas modificaciones. Inicialmente, para separar polifenoles de
los lipidos en la muestra de suero, se afadieron 300uL de HCI (1,0
mol/L) a 150uL del suero. Esta mezcla se agité durante 1 minuto y se
incub6 a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se afiadieron
300uL de NaOH (2mol/L en metanol al 75%), se agitdé durante 3
minutos y se incubd a 37°C durante 30 minutos. A continuacién, para
precipitar las proteinas, se afadieron 300uL de acido metafosférico
(0,75 mol/L), se agitd durante 3 minutos y se centrifugé a 1500 x g
durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo y se almacend bajo
refrigeracion en la oscuridad. Al precipitado, se afadieron 300uL de
una solucioén 1:1 (v/v) de acetona:agua y se centrifugaron a 2700 x g
durante 10 minutos. Se extrajo un segundo sobrenadante que se
mezcld con el almacenado en refrigeracion y se filtraron a través de
un filtro HV de 0,45 mm. El suero filtrado se utiliz6 para medir fenoles
totales y 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Fenoles totales. La concentracion fendlica total en suero
desproteinizado se midié mediante el método de Folin-Ciocalteau (57).
Se adicion6 20 uL de muestra de suero desproteinizado o estandar de
acido galico (AG, curva estandar de 0-1000 mg/L de AG) en 1580uL
de agua destilada. Posteriormente, se anadieron 100uL de reactivo de
Folin-Ciocalteau y se mezclaron. Por ultimo, se afiadieron 300uL de
carbonato de sodio al 20% y se midi6 a 725 nm en un

espectrofotometro (UV-1700, Shimadzu Europe®), después de 1 hora
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de incubacion. Los ensayos se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron como mg de AG por litro (mgAG/L).

lll.  FRAP (ferric reducing antioxidant power). La habilidad de reduccién
férrica del suero se midio siguiendo el procedimiento descrito por
Benzie y Strain (58) con algunas modificaciones. En un tubo se
mezclaron 90uL de agua desionizada, 30uL de muestra de suero o
estandar y 900uL de reactivo de FRAP, se incubd a 37°C por 10
minutos y posteriormente se midié la absorbancia a 593nm en
espectrofotometro (UV-1700, Shimadzu Europe®). Esta reaccién esta
basada en la reaccién de color azul que se produce cuando el
complejo Fe-llI-TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine) es reducido a la
forma ferrosa (Fe-Il), en un pH bajo y que puede ser medida
espectrofotométricamente. La curva de calibracién Trolox® (0-400
MM/L) se realizé con fines de cuantificacién y los resultados se

expresaron como YM TE/L (abreviado del inglés, Trolox Equivalents).

k. Andlisis estadistico. Para las variables cuantitativas se estimaron medidas

de resumen y para variables cualitativas medidas de frecuencia absoluta y
relativa. Para las variables con 4 tiempos de medicion se realizé un ANOVA
de medidas repetidas y para las que solo tenian dos mediciones se utilizé un
ANOVA de dos vias. Ambas ANOVAS con andlisis de comparaciones
multiples con el test con Bonferroni. Adicionalmente, se estudiaron las
correlaciones con los estadisticos de Pearson y Spearman. Se realizé un
analisis de subgrupos, de acuerdo a la respuesta, aumento versus no
aumento, en la capacidad antioxidante y concentracion de fenoles totales en
suero. Para ello, se calcul6 el delta de cambio (agraz menos placebo) y se
transformd en una variable cualitativa, donde los valores (deltas) positivos se
consideraron aumento y valores negativos o0 cero no aumento, luego se
realizaron ANOVAS con analisis de comparaciones multiples por Bonferroni,

donde se utilizo la adherencia como co-variable para eliminar el efecto por
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consumo de polifenoles de otras fuentes. Todo el andlisis estadistico se
realiz en el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para
Windows, version 24.0%° y los graficos en GraphPad Prism para Windows,

version 7°.

Consideraciones éticas. El estudio se llevo a cabo de conformidad con el

Cadigo de Etica de la Asociacion Médica Mundial (Declaracion de Helsinki)
para experimentos con seres humanos, y fue aprobado por el Comité de
Bioética para Investigacion en Humanos de la Sede de Investigacion
Universitaria (CBE-SIU) de la Universidad de Antioquia, mediante el acta
namero 17-58-746 de 2017. El estudio fue catalogado como investigacion de

riesgo minimo de acuerdo con la Resolucion No. 8430.

Todos los participantes firmaron el consentimiento informado en presencia
de dos testigos y el investigador principal del proyecto. Se les inform6 sobre
los procedimientos, los posibles riesgos y los beneficios de participar en el
estudio. Se les inform6é ademés que todos los datos recogidos son
confidenciales y nunca se identificara su nombre cuando se divulguen los
resultados. Ademas, no se compartiran los resultados con ninguna persona

externa a la investigacion sin previo consentimiento del participante.

Todos los registros y los resultados de este estudio se mantendran
guardados en un lugar seguro en el edificio de la SIU (piso 6 Laboratorio 631)
hasta por 10 afios. Solo los investigadores tendran acceso al cédigo utilizado
para identificar a los participantes. Ademas, las muestras de sangre
sobrantes se conservaran durante un periodo hasta de 3 afios. La
informacion se presentara en formato resumido y ningun participante sera
identificado en publicaciones o presentaciones. Aunque el Comité de Bioética
de la SIU puede inspeccionar los registros del estudio como parte de su
programa de auditoria, estas inspecciones soOlo se centraran en los

investigadores y no en los participantes del estudio.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de la poblacion.

No se observaron diferencias significativas para la edad (43,8 + 1,7 aflos en mujeres
versus 40,4 = 2,0 afios en hombres; p=0,208), ni para el IMC en ninguno de los
periodos de consumo (agraz y placebo) resultados esperados de acuerdo con el
proceso de emparejamiento inicial. De la poblacién ingresada al estudio, el 7,7%
presentaba todos los criterios del SM, y el 17,3% tenia 4 de los 5 criterios. Los
componentes del SM mas prevalentes segun el género fueron la obesidad
abdominal en las mujeres y los triglicéridos aumentados en los hombres (Figura 1),

lo cual fue similar a los hallazgos de otros autores (37,59).

Al finalizar el estudio, del total de participantes, el 15,4% de los hombres y el 26,9%
de las mujeres terminaron sin SM segun los criterios de ATPIII, lo cual se puede dar
por dos posibilidades: las mujeres responden mejor y/o tienen una mayor
adeherencia. Estudios de intervencion encontraron que las mujeres reponden mejor
a cambios en la dieta que los hombres (60,61). Ademas la adherencia en el estudio

fue mejor en mujeres (98%) que en hombres (80%).
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Figura 1. Caracterizacion de la poblacién de estudio para los
componentes del SM, segun el género.

Efectos del consumo de agraz en las variables del estudio

Componentes del SM

Se analizaron los componentes del SM en el tiempo y segun las interacciones
tiempo-tratamiento y tiempo-tratamiento-género. Aunque no se encontraron
diferencias significativas en las interacciones, si se observaron diferencias en el
tiempo en variables como PA, glucosa y cHDL. Por ejemplo, se observo una
reduccion en la PA en todo el grupo (hombres + mujeres) (Tablal), la cual ha
mostrado ser una de las variables mas sensibles a cambios en estudios de
intervencién, comparado con los demas componentes del SM (62,62). Esto se ha
atribuido a la capacidad de los polifenoles de aumentar la biodisponibilidad de
vasodilatadores como el 6xido nitrico (18). Es importante anotar que los valores de
PA diastdlica se redujeron en el periodo de consumo de agraz principalmente en
hombres (2,7%) y aunque no se presentaron diferencias significativas, puede
considerarse clinicamente importante dadas las caracteristicas de riesgo de esta

poblacién (63).
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Tabla 1: Efectos del agraz en los componentes del SM segun el género.

Hombres Mujeres
Pardmetros Tratamiento LB Final LB Final p? pP° p°

Placebo 106 +1,6 106+1,8 102+1,8 102+1,9

PC (cm) 0,491 0,828 0,911
Agraz 107+1,7 106+1,7 102+1,8 102+1,9
Placebo 124+21 123+19 118+2,6 115+25

PAS (mmHg) 0,017* 0,982 0,629
Agraz 124 £ 2 123+1,8 118+25 116+2,3
Placebo 76+15 75+13 76x17 75%1,6

PAD (mmHg) 0,001* 0,605 0,418
Agraz 7717 75x13 7617 7517
Placebo 240+16 235+x14 204+15 189+10

TG (mg/dL) 0,379 0,574 0,884
Agraz 237+15 231+16 209+19 203+17
Placebo 98+15 97+12 93%x12 96=+1,7

GLU (mg/dL) 0,049* 0,994 0,058
Agraz 9%6+15 98x16 96+x16 96+1,7
Placebo 3712 39x10 41+x11 41+11

cHDL (mg/dL) 0,034* 0,927 0,613
Agraz 37+0,9 38+12 41+12 41+13

ANOVA de medidas repetidas con comparaciones mdltiples con test de Bonferroni. a= Tiempo. b=
Interaccion tiempo x tratamiento. c= Interaccién tiempo x tratamiento x género. Significancia <0,05. T:
tratamiento. LB: linea de base, PC: perimetro de cintura, PAS: presion arterial sistélica, PAD: presion arterial

diastolica, TG: triglicéridos, GLU: glucosa, cHDL: colesterol de las lipoproteinas de alta densidad.

Capacidad antioxidante y fenoles totales

Para establecer si la ingesta del néctar de agraz modificaba el contenido de
antioxidantes e incrementaba la capacidad antioxidante de los participantes, se
determind el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante por el método
FRAP en suero, al final de cada uno de los tratamientos. Se encontré una tendencia
a aumentar la concentracion de fenoles (antioxidantes) tanto para hombres como
para mujeres, aunque no fue significativo (Tabla 2), lo que demuestra que el
consumo del agraz mejora el contenido de fenoles de personas con SM, tal como

ya lo han demostrado otros estudios con otras especies de Vaccinium (18,64,65).
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Al analizar por género, se observo que en los hombres no hubo incremento de la
capacidad antioxidante medida por FRAP mientras que para las mujeres es del
1,3%. Este resultado es consecuente con el incremento de la capacidad
antioxidante por el método FRAP que se observa en mujeres, pero no en hombres,
de acuerdo a lo encontrado por otros autores (39-42). Aun no se sabe con claridad
a que se debe esta disparidad entre los géneros, pero muchos de los dimorfismos
son atribuidos al componente hormonal (66). Sin embargo, hacen falta mas estudios

para aclarar estas observaciones.

Marcadores de oxidacion

Otro resultado interesante fue la disminucion del marcador de oxidacion LDLox en
hombres, cuando consumieron agraz (11%), comparado con las mujeres, en las que
no se observo un cambio considerable (0,3%) (Tabla 2) (p=0,376). Varios estudios
han encontrado efectos benéficos de los arandanos en marcadores de oxidacion
(29,67,68), pero solo evaluan el efecto en un género en especifico o no realizan la

distincidn para observar las particularidades entre géneros como en este estudio.

Las diferencias observadas en esta investigacién para los marcadores de oxidacion
entre hombres y mujeres, podrian analizarse segun lo encontrado por
Sivaprakasipallai y colaboradores, quienes indican que cuando los valores de
oxidacion son mas elevados, el efecto observado es mayor (67), lo que podria
explicar las diferencias presentadas en el género para este marcador, puesto que
las mujeres tenian valores menores después de consumir placebo (331+23)
comparado con los hombres (341+£33) (Tabla 2). Ademas, la literatura demuestra
gue las mujeres presentan menos estrés oxidativo y mayor expresion de enzimas
antioxidantes comparado con los hombres, principalmente atribuido a la accion

estrogénica (69).

Resistencia a la insulina
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Es importante anotar, que aunque los niveles de insulina y de resistencia la insulina
medida con el HOMA-IR no mostraron diferencias significativas entre los géneros,
si se observaron valores mayores en hombres que en mujeres, lo que esta de
acuerdo a lo hallado en la literatura por diversos estudios (35,70,71). En hombres,
la reduccion en el periodo de consumo de agraz, comparado con placebo, no fue
tan evidente como el cambio observado en mujeres, tanto en la insulina (8% y 11%
respectivamente) como en HOMA-IR (1,5% y 8,7% respectivamente) (Tabla 2).
Aunque se ha mostrado los efectos de las ardndanos como secretagogos de
insulina (72,73), las diferencias entre géneros aun no son muy claras, pero si se
sabe que los hombres comparados con las mujeres, presentan menos sensibilidad
a la insulina (74), mayor adiposidad visceral y una menor proteccién hormonal (75)
gue se ha atribuido principalmente a la expresion del receptor de estrogenos en las
mujeres (76,77).

Marcadores de inflamacion

En cuanto a los efectos del consumo de agraz en marcadores de inflamacion, se
evidenciaron cambios en la PCR-us con una tendencia a la disminucion de 12,1%y
de 18,4% en hombres y mujeres respectivamente, cuando consumieron agraz
comparado con placebo, sin embargo no fue estadisticamente significativo. La
disminucién en los niveles de PCR-us confirma los hallazgos de otros autores sobre

el efecto de los polifenoles en este marcador (18,64,78).

Este efecto se ha atribuido a cambios en la funcion endotelial como el aumento de
los vasodilatadores, por ejemplo 6xido nitrico, el cual est4 asociado a reducciones
en los niveles de inflamacion (78). Sobre las diferencias presentadas por género,
varios estudios han evidenciado que la carga de inflamacién en mujeres es mayor
gue en los hombres en poblacion con SM (79,80), esta desigualdad podria deberse
ala relacién estrecha entre las hormonas femeninas y la produccién de éxido nitrico,
dado que los estrogeno modulan la la sintasa de oxido nitrico endotelial,
aumentando la produccion de oxido nitrico y mejorando la inflamacién (81,82).
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Tabla 2: Efectos del agraz en resistencia a la insulina, marcadores de
oxidacion/inflamacion y capacidad antioxidante en hombres y mujeres con SM.

Hombres Mujeres

Pardmetros Placebo Agraz Placebo Agraz p? p®
Fenoles (mg AG/L) 235+ 7 239+6 313+13 328+7 0,327 0,586
FRAP (UM Trolox/L) 696 +19 696+21 632+17 640+26 0,955 0,943

Insulina (mUI/L) 27+2 25+23 21+19 19+1,7 0,432 0,974
HOMA-IR 6,729 66+29 5%24 46+2 0,752 0,646
PCR-us (mg/L) 37+02 33+02 45+04 38+03 0,108 0,505
NFkB (abs) 0,12+0,0 0,12+0,0 0,11+0,0 0,11+0,0 0,954 0,154

TBARS (UM MDA) 1,2+0,08 12+0,07 0,8+0,06 08=+0,07/ 0,408 0,207
LDLox (ng/mL MDA) 341 +33 306+32 331+23 332+x23 0,652 0,376

FRAP: ferric reducing antioxidant power. HOMA-IR: Homeostatic model assessment of insulin
resistance. PCR-us: Proteina C reactiva ultrasensible. NFkB: Factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. TBARS: Sustancias reactivas del acido
tiobarbitdrico. LDLox: Lipoproteina de baja densidad oxidada. ANOVA de dos vias con
comparaciones multiples con test de Bonferroni a= Tratamiento b= Interaccion tratamiento x
género.

Correlaciones entre las variables

Teniendo en cuenta los hallazgos encontrados tanto en el incremento de los
antioxidantes como la disminucion de la peroxidacion, se realizaron estudios de

correlacion para buscar posibles interacciones en las variables de estudio.

Los triglicéridos se correlacionaron positivamente con el marcador LDLox en
mujeres (r=0,448 p=0,025), pero solo fue significativa en el periodo de placebo
(Figura 2 a), mientras que en el periodo de consumo de agraz no fue significativo
(Figura 2 b). Con respecto a los hombres la correlacion fue negativa y no

significativa en ninguno de los periodos de consumo (Figura 2 ay b).

Sobre este hallazgo la informacién es limitada, pero algunos estudios han
demostrado interacciones similares con los componentes del SM (83,84). Es posible
que la diversidad entre los géneros se deba en parte a la diferencia en los valores

de triglicéridos, siendo mas bajos en mujeres que en hombres (Tabla 1) y al
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incremento en los niveles de antioxidantes (contenido de fenoles) observados en

las mujeres (Tabla 2), dado el papel de los antioxidantes para mejorar los niveles

de peroxidacion lipidica que presentan personas con SM (29, 67,68).
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Figura 2. Correlacién entre triglicéridos (TG) y LDL oxidada (LDLox)
segun el género. a. periodo de placebo b. periodo de agraz. *p<0,05.

27



Efectos segun el aumento versus no aumento en el contenido de fenoles y
capacidad antioxidante después del consumo de agraz

Dado el incremento observado en el contenido de fenoles totales séricos en ambos
géneros y el incremento en una mejor capacidad antioxidante en mujeres, se realizé
un analisis de subgrupo para los integrantes del estudio que aumentaron los fenoles
totales y que incrementaron su capacidad antioxidante vs los que no aumentaron.
Después del consumo del néctar de agraz, los resultados mostraron diferencias
significativas entre géneros para la resistencia a la insulina (Figura 3) y el marcador

de oxidacion LDLox (Figura 4).

Al analizar la respuesta en la resistencia la insulina en los participantes que
incrementaron su contenido de fenoles después de consumir agraz vs los que no lo
aumentaron, se evidencié que, aunque no hubo diferencias significativas entre los
grupos (p=0,348; los que aumentaron vs los que no aumentaron), si hubo
diferencias entre los hombres y las mujeres que aumentaron sus fenoles (p= 0,005;
figura 3). Los hallazgos muestran que el aumento de fenoles en hombres no se
asocia a cambios estadisticamente significativos (p=0,208) en los niveles de HOMA-
IR, mientras que en las mujeres si se presentd una disminucién en la resistencia a

la insulina (p= 0,002, figura 3).

Estos resultados obtenidos son concordantes con lo que se ha discutido sobre el
incremento en los niveles de fenoles en las mujeres comparado con los hombres en
el periodo de consumo de agraz (Tabla 2). Varios estudios publicados evidencian
un efecto de los ardndanos en la resistencia a la insulina (28,85), adicional la
literatura muestra que los hombres presentan mayor adiposidad visceral que las
mujeres, escaso efecto protector de los estrogenos, reduccion en la sensibilidad a
la insulina y niveles bajos de adiponectina (74,75). Esto podria explicar en cierta
medida, el por qué se presentaron resultados mas prometedores en mujeres que en

hombres después de consumir agraz, para reduccion de la resistencia a la insulina.
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Figura 3: Efectos del aumento de fenoles después de consumir agraz en la
resistencia a la insulina. ANOVA de dos vias con correccion por consumo.
*p<0,05, **0,01.

Por otro lado, los andlisis de subgrupos también evidenciaron que aquellas
personas que incrementaron su capacidad antioxidante después de tomar agraz,
presentaron una media (291+18) de LDLox 29% menor que la media (375 + 21) de
aquellos que no incrementaron dicha capacidad; esta diferencia fue significativa (p=
0,003). Ademas, hubo una diferencia estadisticamente significativa (p= 0,008) de

este efecto entre los géneros, tal como se muestra en la figura 4.

Los hombres que incrementaron su capacidad antioxidante presentaron una media
de los niveles de LDLox (247 £ 22) 60% menor que los que no incrementaron su
capacidad antioxidante (406 = 34); esta diferencia fue significativa (p= 0,001).
Mientras que en las mujeres el porcentaje de cambio entre las que incrementaron
(332 = 23) y no incrementaron (342 + 26) solo fue del 3%, lo cual no fue significativo
(p=0,793). Lo anterior, sigue demostrando las diferencias entre géneros para los

efectos del consumo de agraz. Si bien la disminucién en la resistencia a la insulina
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con el consumo de agraz fue mas efectiva en mujeres; la disminucion en la

oxidacion medida con LDLox fue mayor en hombres.

Como ha sido escrito por otros autores, los arandanos han demostrado un efecto
benéfico en la peroxidacion de lipidos, principalmente atribuido al incremento de la
capacidad antioxidante y sus efectos en el estrés oxidativo (29,68). Este hallazgo
también fue observado en el presente estudio, para quienes presentaron mejor
capacidad antioxidante (hombres) con una reduccidon mayor en sus niveles de
peroxidacion medida por LDLox. Aunque las mujeres presentaron valores de
fenoles superiores comparado con hombres, esto no se vio reflejado en el
incremento de su capacidad antioxidante, ni en el efecto directo de reduccién de

marcadores de oxidacion.
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Figura 4. Efectos del aumento de capacidad antioxidante medida por
FRAP, después de consumir agraz, en los niveles de LDL oxidada (LDLoOX).
ANOVA de dos vias, correcciéon por consumo. *p<0,05, **0,001.

Limitaciones vy fortalezas
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Como ya se mostr0, en este estudio se observaron efectos del agraz en personas
con SM, con particularidades segun el género, reiterando el papel central que tienen
los polifenoles para mejorar la salud humana. Sin embargo, como lo manifestaron
Amiot MJ y colaboradores, existen muchos factores como el tipo de poblacién, el
poder estadistico, la dosis, el tiempo de tratamiento, la biodisponibilidad, entre otros,
que estan involucrados en los estudios de intervencion, y que pueden modular la

respuesta o resultados obtenidos (18).

Es importante aclarar que nuestro estudio no esta exento de estos factores y que
algunos como el tamafio de muestra y la dosis empleada pudieron influir en los
resultados. Por otro lado, es importante destacar que este es el primer estudio de
disefio cruzado donde se evalla el efecto del agraz colombiano en personas con
SM, y ademas es de los pocos estudios de intervencion que se centra en estudiar
diferencias por género; por lo tanto, es necesario que se sigan realizando mas
estudios de intervenciobn con un tamafio muestral mayor, que evallen dosis
mayores, durante mas tiempo de consumo, y obviamente analizando diferencias en

las respuestas de acuerdo con el género.

Conclusiones

La dosis de agraz suministrada en este estudio aumento los niveles de antioxidantes
en el suero de los participantes con SM. El porcentaje de este incremento y de la
capacidad antioxidante medida por FRAP, fue mayor en las mujeres que en los
hombres. Asi mismo, se obtuvo una mejor respuesta en la reduccion de la
resistencia la insulina en las mujeres. Por el contrario, se redujeron
considerablemente los niveles de peroxidacion, presion arterial diastolica vy
triglicéridos en los hombres, pero no en las mujeres. También, se observo reduccion
en los niveles de PCR-us para ambos géneros, con un mejor efecto en mujeres.
Estos hallazgos demuestran claras diferencias entre los géneros en personas con

SM en su respuesta a un determinado tratamiento.
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La correlacion positiva entre triglicéridos y LDLox presentada por las mujeres
después de consumir placebo, se redujo y dejo de ser estadisticamente significativa
después de consumir agraz, demostrando el papel de los antioxidantes presentes
en el néctar de agraz en estas variables asociadas al metabolismo de lipidos. En
los hombres no se observo efecto alguno sobre esta interaccion, reiterando las

marcadas diferencias presentadas segun el género.

El andlisis por subgrupos de acuerdo con el aumento de fenoles y de capacidad
antioxidante, después del consumo de agraz, evidencié aun mas la respuesta
diferencial de cada género, mostrando cambios significativos entre hombres y
mujeres con una significativa reduccion en la resistencia a la insulina en las mujeres
gue aumentaron sus fenoles, y una reduccién significativa en la LDLox en los
hombres que incrementaron su capacidad antioxidante. Esto confirma no sélo el
efecto del agraz en la resistencia a la insulina y en la peroxidacion lipidica, sino
también las marcadas diferencias de género, y que los efectos pueden variar segun

la poblacion estudiada.

Dadas las marcadas diferencias entre los géneros observadas en este estudio, en
cuanto a los efectos del agraz en personas con SM, es indiscutible que se deba
considerar el género, tanto para evaluar el riesgo como para determinar un tipo de

terapia o intervencion.
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