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RESUMEN

INTRODUCCION. Las dietas occidentales, ricas en grasas y carbohidratos de
rapida digestion, han sido asociadas con un incremento del riesgo de
enfermedades cronicas no transmisibles. Los arandanos han mostrado diferentes
actividades biologicas, siendo una de las mas importantes su efecto sobre la

glicemia e insulinemia.

OBJETIVO. Evaluar el efecto de la ingesta inmediata de arandanos y de su
suplementacién por 6 dias sobre la respuesta glicémica, insulinémica y estado

redox en sujetos sanos.

METODOLOGIA. Diez voluntarios (6 mujeres y 4 hombres, entre 22 y 31 afios)
consumieron 150 g de pan blanco solo (control), junto con una Unica porcién de
150 g de arandanos sin procesar, previamente congelados, y luego de un periodo
de suplementacion con la misma cantidad de fruta diaria durante 6 dias, con un
minimo de 2 semanas entre tratamientos. Muestras sanguineas se obtuvieron
antes y después de cada intervencion en condiciones de ayuno, inmediatamente
antes de ingerir el pan (tiempo 0) y posteriormente en intervalos de 30 minutos
hasta completar 2 horas. Se determindé glicemia, insulinemia, capacidad
antioxidante del plasma (FRAP), glutation total y oxidado en eritrocitos y
malondialdehido. El analisis estadistico incluyd ANOVA de muestras repetidas con

test de Bonferroni, y correlacion de Pearson.



RESULTADOS. Las concentraciones de glucosa plasmatica fueron
significativamente menores a los 60, 90 y 120 min luego de la dosis Unica de
arandanos en comparacién con el control (p < 0,05) y a los 60 y 90 min
comparado con la suplementaciéon (p < 0,05). El peak de glucosa también fue
significativamente mas bajo luego del consumo inmediato en comparacién con el
control y suplementacion (102,03 + 1,41 versus 127,99 + 7,85 y 130,39 + 7,48
mg/dL, respectivamente, p < 0,05). Las concentraciones de insulina tendieron a
ser mas bajas luego de ambos tipos de daciones, pero no hubo diferencias
significativas entre tratamientos. La capacidad antioxidante del plasma, y las
concentraciones de glutation y MDA no fueron estadisticamente distintas luego del

consumo de arandanos.

CONCLUSION. Estos resultados sugieren que la ingesta inmediata de arandanos
modula las concentraciones de glucosa pero no las de insulina en respuesta a una
carga de 75 g de carbohidratos disponibles en sujetos sanos. Las antocianinas y
su accién sobre las enzimas que participan en la digestion de carbohidratos

podrian ser responsables de estas respuestas.



ABSTRACT

BACKGROUND. Western diets, rich in fats and rapidly digestive carbohydrates
have been associated with an increased risk of chronic diseases. Blueberries have
shown different biological activities being one of the more important their effect on

glycemic and insulinemic responses.

OBJECTIVE. The aim of this study was to evaluate the effect of two different ways
to consume blueberries: an immediate intake and a 6-days supplementation on
glycemic and insulinemic responses and redox state after a glucose load in healthy

subjects.

METHODOLOGY. Ten volunteers (6 women and 4 men, aged 22 — 31 years)
consumed 150-g of white bread alone (control), together with a single dose of 150-
g of unprocessed frozen blueberries, and after a 6-days supplementation period
with the same amount of fruit daily in a crossover design with a minimum 2 wks
between sessions. Blood samples were collected at fasting and at 30 min intervals
for 120 min from initiated bread ingestion, and they were used for analysis of
glycemia, insulinemia, red blood cell glutathione, plasma malondialdehyde and

antioxidant capacity (FRAP).

RESULTS. Plasma glucose concentrations were significantly lower at 60, 90 and
120 min after the single dose of blueberries compared to control (p < 0,05) and at

60 and 90 min compared to supplementation (p < 0,05). Blood glucose peak were
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also significantly lower after immediate intake compared to control and
supplementation (102,03 = 1,41 versus 127,99 + 7,85 and 130,39 + 7,48 mg/dL,
respectively, p < 0,05). Insulin concentrations tended to be lower after both types
of blueberries consumption, but there were no statistically significant differences
between treatments. Plasma antioxidant capacity, red blood cell glutathione and

MDA concentrations did not significantly differed after blueberries ingestion.

CONCLUSION. These results suggest that immediate intake of blueberries
modulate glucose but not insulin concentrations in response to a 75-g glucose
upload in healthy subjects. Anthocyanins and their action over carbohydrate

digestion enzymes are likely to be responsible for this response.



INTRODUCCION

El consumo de preparaciones altas en hidratos de carbono (CHO), facilmente
digeribles y rapidamente absorbibles, producen una elevacion exagerada de la
concentracion plasmatica de glucosa vy triglicéridos post-prandiales (1). Cuando
estas alteraciones metabdlicas ocurren varias veces en el dia, como sucede con
las dietas occidentales, desencadenan una produccién excesiva de radicales libres
gue pueden resultar en una cascada de cambios bioquimicos que alteran la
estructura y funcionalidad celular y que estan asociados a la fisiopatologia de
numerosas enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) como la obesidad,

diabetes mellitus y enfermedades coronarias (2 - 4).

Estudios epidemiolégicos han demostrado consistentemente la relacién entre el
consumo de alimentos vegetales, como por ejemplo frutas, verduras, granos
integrales y frutos secos, con una disminucién del riesgo de padecer algunas
ECNT (5 — 8). El beneficio para la salud de estos alimentos seria atribuible al
efecto antioxidante de algunos componentes especificos, principalmente las
vitaminas C y E, y un amplio rango de compuestos bioactivos no nutrientes
(fitoquimicos), entre los que destacan los carotenoides y polifenoles (9). Los
polifenoles son un conjunto grande y heterogéneo de moléculas que se
encuentran abundantemente distribuidos en una dieta habitual (800 — 1000
mg/dia), y son ampliamente conocidos por su gran poder antioxidante, accion que
ejercen ya sea modulando la actividad celular con efectos protectores frente al

estrés oxidativo, o atrapando especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, lo que
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favorece la actividad celular normal y la homeostasis de 6rganos y sistemas en las
distintas etapas de la vida (10). En el ultimo tiempo se ha descrito que los
polifenoles tienen influencia sobre las vias que regulan la divisién y proliferacion
celular, las respuestas inflamatorias, y ademas poseen propiedades

anticarcinogénicas (11 - 14).

Los berries son una fuente importante de polifenoles, particularmente de
flavonoides, por lo que numerosos estudios epidemiologicos han asociado el
consumo de estas frutas con una menor incidencia de factores de riesgo
cardiovasculares en obesos con sindrome metabdlico (15), con una disminucién
de la glicemia postprandial en sujetos sanos (16 - 17) y con la modulacion del
metabolismo de lipidos en cerdos (18) y ratas (19). En una revision realizada por
Hanhineva et al. (20) se demuestra que los polifenoles de los berries modulan la
respuesta glicémica e insulinémica, ya sea por la inhibicibn de enzimas de la
digestién de carbohidratos (21 - 22) o de la regulacién metabdlica de la glicemia
postprandial (12). En este sentido, los arandanos han sido usados como medicina
antidiabética por afios. Un estudio realizado por Martineau et al. (23) probo la
actividad anti-diabética de un extracto etandlico de raiz, tallo, hoja y fruto de
arandano usando ensayos celulares, concluyendo que éstos tenian actividad
similar a la insulina, incrementando el transporte de glucosa entre 15 — 25% en
células musculares y en un 75% en células adiposas, y estimular la proliferacién
de células . En humanos, un estudio clinico de 4 semanas demostréd el efecto
hipoglicemiante y antiinflamatorio de un extracto de hojas de arandanos (24), y

Nemes-Nagy et al (25) observaron que un suplemento dietético que contenia un
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concentrado de arandano administrado en nifios diabéticos tipo 1 tenia un efecto
beneficioso sobre los valores de hemoglobina glicosilada, el péptido C y las
enzimas antioxidantes superéxido dismutasa y glutatiéon peroxidasa (SOD y GPXx).
Sin embargo, aun cuando los resultados de estudios in vitro, epidemiologicos y
ensayos clinicos aportan evidencia consistente sobre las acciones moduladoras
de estos compuestos bioactivos, también existen otros trabajos en que la

intervencion a base de antioxidantes no ha resultado ser eficaz (26).

Estos resultados no concluyentes o contradictorios se pueden deber
principalmente a diferencias en el disefio de la intervencion (grupo de estudio,
duracién, forma de consumo) o en la seleccion de los biomarcadores mas
sensibles y adecuados. Por ejemplo, en cuanto al disefio experimental, la mayoria
de los estudios in vivo corresponden a evaluaciones del efecto de una
suplementaciébn  sobre sujetos susceptibles como insulino-resistentes,
hemodializados o fumadores (27) y muy pocos se orientan al control de sujetos
sanos como en el trabajo realizado por Kiokias & Gordon (28), en que
suplementaron a sujetos sanos con una mezcla de carotenoides (a y (3-carotenos,
licopeno y luteina) durante 3 semanas, observando una disminucion de la
estabilidad oxidativa ex vivo de LDL y de la magnitud del dafio sobre el DNA. Por
otro lado, la duracion de la intervencion también suele ser muy distinta entre
disefios, como ocurre en el caso de McAnulty et al. (29) que evaluaron una
suplementacién con arandanos y vitamina C durante 1 semana en individuos
sometidos a ejercicio intenso, y Kataja-Tuomola et al. (30) quienes observaron los

efectos de la suplementacion con a-tocoferol y B-caroteno durante 6 afios en
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hombres fumadores pertenecientes al estudio de Prevencion del Cancer Alfa-
Tocoferol y Beta-Caroteno (ATBC). En relacion a la seleccion de los
biomarcadores idoneos, los estudios se fundamentan en la determinacion de
biomarcadores de defensa antioxidante y/o del dafio oxidativo. Dentro del primer
grupo, uno de los mas utilizados es la capacidad antioxidante del plasma,
destacandose el método FRAP (Ferric reducing ability of plasma) propuesto por
Benzie & Strain (31), que se fundamenta en la reduccién del complejo
tripiridiltriazina (TPTZ) — Fe*™® a Fe*? en condiciones de pH bajo, generando un
intenso color azul. Esta técnica ha sido descrita en varios estudios con resultados
diversos, entre los que se encuentran el de Dragsted et al (32), en que
compararon la suplementacion con 600g de frutas y verduras con la de un
multivitaminico durante 25 dias en sujetos sanos, no encontrando efectos
significativos sobre la capacidad antioxidante del plasma determinada por FRAP; y
los realizados por Torabian et al (33) y McKay et al (34), quienes ensayaron el
efecto inmediato de dos preparaciones ricas en polifenoles y el de una
suplementacién con 2 dosis distintas de nueces durante 6 semanas,
respectivamente, sobre biomarcadores de estado redox dentro de los que se
incluyd FRAP, observandose un incremento en la capacidad antioxidante del
plasma luego de las intervenciones. Por otro lado, también resulta frecuente
determinar la concentracion plasmatica o en tejidos de los antioxidantes
directamente, por ejemplo, carotenoides, polifenoles, o de manera ain mas
especifica, como licopeno, antocianinas y glutation (GSH). Este dltimo es un
tripéptido  (y-glutamilcisteinil-glicina) de bajo peso molecular, considerado el

antioxidante mas importante sintetizado en las células (35). Su metabolismo y
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transporte juegan un rol importante en la homeostasis celular al ser capaz de
regenerar diversos sistemas antioxidantes y servir directamente como tal, ademas
de participar en la detoxificacién y sefializacién celular (36). En este sentido, la
relacion GSH/GSSG ha sido sefialada como un indicador del estado redox de la
célula, tal como lo observaron Ballatori et al (37), quienes relacionaron bajas
concentraciones de GSH o una disminucién en el balance GSH/GSSG con una
mayor susceptibilidad celular frente al estrés oxidativo, y el dafio resultante se ha
asociado a enfermedades como cancer, Parkinson y Alzheimer, ademas de
afectar el sistema inmune y acelerar el proceso de envejecimiento. Asi mismo, se
ha observado que las concentraciones de GSH se encuentran disminuidas en
eritrocitos y plasma de sujetos diabéticos y con sindrome metabdlico, lo que
estaria relacionado con el incremento de especies reactivas de oxigeno descritas
en estos pacientes (38), y estudios sugieren que sujetos con un consumo
importante de antioxidantes, como en el vino, estarian mejor protegidos frente a
los radicales libres, al observar una disminucién de los niveles de GSH pero un
aumento del estado antioxidante total (39). En cuanto a los biomarcadores que
sefalan la existencia de una alteracion celular producida por efecto de los ROS,
se destaca como uno de los mas utilizados aun en la actualidad el
malondialdehido (MDA), producto de la peroxidacion lipidica. Existe numerosa
evidencia que demuestra la sensibilidad de este indicador para evaluar el dafio
oxidativo en humanos, entre los que se encuentran un estudio de las
concentraciones plasmaticas y urinarias de MDA en hombres sanos que
consumieron una hamburguesa enriquecida con antioxidantes, y otro realizado en

obesos con sindrome metabdlico en que se evaluaron las concentraciones de
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MDA frente a la suplementacion con arandanos, observdndose una reduccién
significativa en los parametros luego de ambas intervenciones (15, 40); también
destaca el trabajo de Hu et al (41), quienes demostraron una asociacion positiva
entre el indice y la carga glicémica de una dieta con la concentracion de MDA
plasmatica en 292 sujetos sanos. Resultados contrapuestos se informan en un
estudio llevado a cabo en hombres fumadores que consumieron una comida rica
en frutas y verduras, en el cual no se observaron diferencias significativas en las

concentraciones de MDA pre y post intervencion (42).

Por lo tanto, y en funcién de los antecedentes antes expuestos en los que se
evidencian las escasas investigaciones que han estudiado el efecto de alimentos
altos en polifenoles sobre la respuesta glicémica e insulinémica en sujetos sanos,
surge la necesidad de realizar trabajos que permitan obtener informacion
concerniente a la participacion de antioxidantes, en este estudio frutos de
arandano, sobre el control metabdlico de los carbohidratos, su relacion con
biomarcadores antioxidantes y su posible utilizacion en el tratamiento de
enfermedades crénicas, principalmente resistencia a la insulina y diabetes. En
este sentido, la comparaciéon entre el efecto inmediato del consumo de alimentos
antioxidantes y su suplementacion también aportardq informacion que permitira
elaborar modelos de evaluacion de alimentos antioxidantes, nutrientes y

funcionales sobre el metabolismo de los carbohidratos.
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HIPOTESIS

El consumo de arandanos en sujetos jévenes sanos, junto con aumentar el
potencial antioxidante, disminuye las respuestas glicémica e insulémica, medidas

a través de sus respectivos biomarcadores plasmaticos.

El efecto agudo del consumo inmediato de ardndanos, frente a un alimento alto en
hidratos de carbono disponibles, ocasionara respuestas glicémica e insulinémica

menos acentuadas que las provocadas con una suplementacién por 6 dias.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar el efecto de la ingesta inmediata de ardndanos y de su
suplementaciéon por 6 dias sobre la respuesta glicémica, insulinémica y

estado redox frente a un desafio de carbohidratos en sujetos sanos.

Objetivos Especificos:

1. Caracterizar los arandanos seleccionados para el estudio en términos de su

capacidad antioxidante, contenido de polifenoles totales y antocianinas.

2. Evaluar las respuestas glicémicas e insulinémicas de sujetos sanos frente a

un desafio de 75g carbohidratos disponibles a partir de 150g de pan blanco.

3. Evaluar los cambios en las respuestas glicémicas e insulinémicas de
sujetos sanos frente al desafio de carbohidratos disponibles luego de ser
sometidos a 2 tipos de dacion de ardndanos: consumo inmediato y

suplementacién de 6 dias.

4. Determinar el estado redox de sujetos sanos frente a un desafio de 75g

carbohidratos disponibles a partir de 150g de pan blanco.
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5. Determinar los cambios en el estado redox de sujetos sanos frente a un
desafio de 75¢g carbohidratos disponibles a partir de 150g de pan blanco

luego de los dos tratamientos de dacién de arandanos.

6. Correlacionar las respuestas glicémicas e insulinémicas con los

biomarcadores de estado redox.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales

El tamafio muestral se estimé a partir de la informacién de varianza de la variable
respuesta glicémica, considerando un nivel de error alfa de 0.05, un poder
estadistico de 90% y una desviacion tipica de 16 mg/dL, de manera de detectar
una diferencia entre grupos (control v/s suplementacion) de 14% (17).

Esta determinacion estimé en 10 el nUmero minimo de sujetos experimentales.

La convocatoria se hizo a través de un llamado abierto en la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, donde se especificaba que quienes estuvieran interesados

en participar debian cumplir los siguientes criterios de elegibilidad:

Criterios de Inclusién:

Estado nutricional normal (18,5 < IMC < 24,9 kg/m?)

Ausencia de enfermedades cronicas

Sin historia de patologias renales o desordenes gastrointestinales

Sedentarios (< 60 min de actividad fisica a la semana)
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Criterios de exclusion:

Bebedores (> de 2 vasos - 400 mL - a la semana)

Fumadores

Uso de medicamentos para la presion arterial, hipoglicemiantes o
hipolipemiantes

Uso de suplementos con antioxidantes (un mes antes de la intervencion)

Los datos se confirmaron a partir de un cuestionario que se aplico al inicio del
estudio. El estado nutricional de determind a través del indicador indice de Masa
Corporal (IMC), que relaciona el peso con la estatura al cuadrado (kg/m?),
utilizando los puntos de corte definidos por la OMS (ver Anexo 1). Adicionalmente,
se tomaron muestras sanguineas para corroborar la normalidad en los parametros

metabdlicos de glicemia e insulinemia en ayunas.

Por ultimo, y con el fin de evaluar las caracteristicas de consumo de compuestos
bioactivos en la dieta habitual de los voluntarios, se aplicO una encuesta de
frecuencia de consumo modificada en dos oportunidades, previo a cada
tratamiento (ver Anexo 2). La ingesta de fibra, carotenoides, vitamina C y vitamina
E se analiz6 a partir de la Tabla de Composiciéon de Alimentos de consumo
habitual en Chile (73), y la ingesta de polifenoles se defini6 a partir de la

informacion de la USDA (62).
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Seleccioén de los Arandanos

La seleccion de los arandanos como el alimento a ensayar se fundamenta, en
primer lugar, por su gran capacidad antioxidante y contenido de polifenoles,
principalmente antocianinas (43 - 48); y en segundo lugar, porque Chile es el
productor de ardndanos mas importante de Sudamérica y segundo a nivel
mundial, con 56.000 toneladas producidas en el ultimo afio (ODEPA, 2012), por lo
resulta interesante desde el punto de vista econdmico potenciar las caracteristicas

saludables de estos frutos.

Para este estudio se emplearon las variedades Jewel y Star, correspondientes a
descartes de la Agricola Santa Adriana (Quillota, Chile). Se entiende por descarte
a los frutos de menor tamafio y “bloom” o pruina, recubrimiento ligero de aspecto
ceroso que se encuentra en hojas, tallos o frutos de algunos vegetales, por lo que
no pueden ser exportados. Los frutos se mantuvieron a - 2°C en el packing de la
agricola, para luego ser trasladados al Departamento de Nutricion, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, donde fueron lavados, puestos en hielo y
posteriormente almacenados congelados enteros a - 20°C, de manera que se

conservaran los compuestos fendlicos encontrados en la fruta fresca (49 - 50).

Con respecto a la cantidad definida para los tratamientos experimentales, ésta
corresponde a una porcion de consumo habitual (150 g), cuyo aporte se observa
en la tabla 1. La fundamentacion se sustenta en que la intervencion no implique

cambios importantes en los habitos alimentarios de los sujetos en términos de la
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ingesta diaria de frutas, de manera de lograr adherencia en la suplementacion,
pero si que sea significativa en cuanto al aporte de compuestos bioactivos, ya que
existe evidencia que sugiere que 150 g de arandanos reducirian la magnitud de la

respuesta glicémica en sujetos sanos (17).

Tabla 1. Composicién Nutricional de los Arandanos

Nutriente Unidad 100 g 150 g (1 taza)
Agua g 84.21 124.63
Energia kcal 57 84
Proteinas g 0.74 1.10
Lipidos totales g 0.33 0.49
Carbohidratos totales g 14.49 21.45
AzUcares totales g 9.96 14.74
Fibra dietética g 2.4 3.6
Fibra soluble g 0.26 0.4
Fibra insoluble g 2.13 3.2

National Nutrient Database for Standard Reference Release 25 (USDA)
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Disefio de Estudio

El estudio fue del tipo experimental prospectivo, donde cada sujeto fue su control.

El periodo de experimentacion fue de 5 meses, durante los cuales los sujetos

debieron asistir en 3 ocasiones al Departamento de Nutricidn para poder participar

de los tratamientos definidos:

a)

b)

CONTROL, correspondiente a la determinacion del estado basal de los
voluntarios para las variables elegidas (glicemia, insulinemia vy
biomarcadores redox), para lo cual fueron sometidos a un desafio de
hidratos de carbono, similar a un test de tolerancia oral a la glucosa pero

utilizando 150 g pan de molde blanco (equivalentes a los 75 g de glucosa).

SUPLEMENTACION, correspondiente a una suplementacion con 150 g/dia
de arandanos enteros por 6 dias, los que debian ser consumidos durante la
mafana, de una sola vez y sin procesamiento. Una vez finalizada la
intervencioén, al 7° dia, los voluntarios regresaron al laboratorio para un
nuevo desafio de carbohidratos y asi ensayar las respuestas glicémica,

insulinémica y biomarcadores de estado redox en esta forma de consumo.

CONSUMO INMEDIATO, correspondiente a la dacion inmediata, y por una
vez, de una porcion de 150 g de los mismos arandanos enteros junto con el
desafio de carbohidratos disponibles con el mismo propdsito ya descrito

para la etapa b.
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Durante el periodo de estudio, los sujetos debieron mantener el estilo de vida
definido al inicio, con énfasis en el nivel de actividad fisica (< 60 min/sem) y
habitos alimentarios, de manera de no introducir estas variables como influyentes

en los parametros metabdlicos evaluados.

Cabe mencionar que el aporte nutricional de los tratamientos no fue
estandarizado, siendo igual en el control y la suplementacién, pero distinto en el
consumo inmediato. Esto se debe, fundamentalmente, porque en el consumo
inmediato era necesario aportar la misma cantidad de CHO disponibles a partir del
pan para que el estimulo se mantuviera constante en los tratamientos y asi
identificar de manera mas clara el posible efecto del consumo de la porcion de
arandanos. Por lo tanto, considerando el aporte de carbohidratos disponibles del
pan mas el de los arandanos, durante la evaluacién del consumo inmediato se

entregaron un total de 93 g.

Las intervenciones se realizaron separadas por un periodo de tiempo minimo de 2
semanas (wash out) y maximo de 3 meses, en funcion de la disponibilidad de los

sujetos experimentales.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, y todos los
sujetos firmaron un Consentimiento Informado al inicio del estudio (ver Anexo 3y

4).
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Procedimientos

Cada vez, los voluntarios fueron admitidos en ayunas a las 8:30 horas en la sala
de toma de muestras del Departamento de Nutricion, donde se les instal6 un
catéter intravenoso en la vena antecubital para tomar, en primer lugar, las
muestras sanguineas a tiempo 0 (inmediatamente antes del consumo del pan);
luego, los individuos consumieron 150g de pan molde blanco (FUCHS, Chile)
equivalentes a 75g de CHO disponibles, los que deberan ser ingeridos en su
totalidad en 15 minutos. Las siguientes muestras se tomaron a 30, 60, 90 y 120

minutos después del tiempo O.

Cabe mencionar que la determinacién de la cantidad de pan de molde a utilizar
para completar los 75g de CHO disponibles se realiz6 a partir de la informacion
qgue entrega el fabricante en el etiquetado nutricional, y no se corroboré por

analisis proximal.

1.- Caracterizacion de los ardandanos

Para la caracterizacion de los frutos del estudio, se prepararon extractos
metandlicos utilizando arandanos molidos en mortero con un volumen de metanol
en una proporcion de 1:10 (1g de fruta por cada 10 mL de metanol). La mezcla se

agitdé por agitacibn magnética durante 2 horas para posterior centrifugacion
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durante 10 min a 3000 g, y el sobrenadante (extracto) se dispuso en un tubo

falcon para almacenamiento a - 18 °C hasta las determinaciones.

a) Capacidad Antioxidante del extracto.

La determinacion de la capacidad antioxidante se realizd por el método FRAP
descrito por Benzie & Strain (31), ensayo que se fundamenta en la reduccion del
complejo tripiridiltriazina (TPTZ) — Fe** a Fe*? en condiciones de pH 3.6,
generando un intenso color azul medible por espectrofotometria a una longitud de
onda de 593 nm.

Los resultados se expresaron como milimoles (mmol) de Fe*? por 100 g de fruta

fresca para asi contrastar con la bibliografia existente.

b) Contenido de Polifenoles Totales.

El contenido de polifenoles totales de los extractos se determiné por el ensayo de
Folin — Ciocalteu descrito por Slinkard & Singleton (51), que se fundamenta en la
oxidacion de los fenoles con una mezcla de acidos fosfotingstico y fosfomolibdico,
conocida como reactivo de Folin-Ciocalteu. La reaccion de oxido-reduccion genera
oxidos azules que es posible leer espectrofotométricamente a 765 nm,
correspondiente al maximo de absorcion del acido gélico.

Los resultados se expresaron como miligramos (mg) de equivalentes de acido

galico (EAG) por 100 g de fruta fresca.

25



d) Contenido de Antocianinas Totales

El contenido de antocianinas totales se determiné por el método de ph diferencial
descrito por Giusti & Wrolstad (52), ensayo que se fundamenta en el coeficiente de
extincion molecular de la cianidina 3-glucosido a distintos ph (1 y 4.5) y longitudes
de onda (515 y 700 nm).

Los resultados se expresaron como miligramos (mg) de equivalentes de cianidina

3-glucdsido por 100 g de fruta fresca.

2.- Ensayos bioldgicos

Cinco mililitros de sangre (por cada tiempo de toma de muestras) se obtuvieron
desde el catéter intravenoso y dispusieron en tubos vacutainer en un bafio de
agua — hielo (4°C). En los tiempos 0, 30 y 120 se tomaron 5 mL adicionales para
las determinaciones de capacidad antioxidante, glutation (GSHt y GSSG) vy
malondialdehido (MDA), las que se dispusieron en tubos con EDTA. Las muestras
sanguineas para los ensayos de respuestas glicémica y insulinémica se dejaron
reposar durante 15 minutos, para luego ser centrifugadas (3000 x g) durante 10
minutos. El sobrenadante (suero) fue extraido en alicuotas de 2 mL y congelado a
-10°C en criotubos para su posterior analisis. En el caso de las muestras para
FRAP, GSHt/GSSG y MDA, éstas fueron inmediatamente tratadas para evitar

oxidacion.
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a) Determinacion de la glicemia e insulinemia.
Las concentraciones de la glicemia se determinaron con el método GOD-PAD,
ensayo colorimétrico que determina la glucosa después de la oxidacion enzimatica

en presencia de glucosa oxidasa (complejo rojo — violeta).

Para el célculo de la concentracidon de glucosa se utilizo la siguiente formula:

C (mg/dL) = 100 * (Abs muestra/ Abs estandar)

La respuesta glicémica se calcul6 como el area de incremento de la glicemia
durante 2 horas, utilizando pan de molde blanco como alimento control. El area
bajo la curva de respuesta glicémica se determiné aplicando el método del
trapezoide, excluyendo aquellos valores de glicemia que se encuentren bajo el

valor basal (53).

Las concentraciones de insulina se determinaron mediante un ensayo inmune por
quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia es un método de lectura que se basa
en el principio de emisién luminosa a través de una reaccion (enzima - sustrato).
El area bajo la curva de la respuesta insulinémica se calculé de manera similar al

de la glicemia.
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b) Biomarcadores de estado redox.

i) Capacidad Antioxidante del plasma a los 0, 30 y 120 min por el método FRAP,

previamente descrito.

ii) Concentracion de GHSt, GSSG y relacion GSH/GSSG en eritrocitos a los 0, 30
y 120 min. Las mediciones de GSHt se realizaron con el método descrito por
Rahman et al. (54), que se fundamenta en la reaccion con 5,5-ditio-bis (acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB) para formar un derivado amarillo 5-tio-2-acido nitrobenzoico
medible por espectrofotometria a 405 nm. Para la determinacién de las
concentraciones, se calculo la ecuacion de la recta de las mediciones obtenidas
para cada muestra (6 puntos). Con los datos resultantes se definié la tasa neta (o
“Net rate”) restando el valor de la pendiente del blanco a cada pendiente de las

muestras y se aplico la siguiente férmula:

GSHt = Net rate - intercepto * Factor de dilucién
Pendiente

siendo 0,0116 y 0,0012 los valores de la pendiente e intercepto, respectivamente,
y el factor de dilucién es de 90. Las concentraciones de GSHt se expresaron en

milimoles (mM) para los tiempos 0, 30 y 120 min.

Por otra parte, las mediciones de GSSG se llevaron a cabo por reduccion de

GSSG a GSH en presencia de NADPH. La determinacion de las concentraciones
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se realizé con el mismo método que para GSHt, siendo 0.0197 y -0.002 los valores
de la pendiente e intercepto de GSSG, respectivamente. El factor de dilucion

correspondiente es de 10.

Por ultimo, la relacion GSH/GSSH se determiné a partir de la ecuacion:

Relacion GSH/GSSG = GSHt - 2 GSSG
GSSG

iif) Concentracion plasmética de MDA a los 0, 30 y 120 min. Las concentraciones
de MDA fueron determinadas mediante el ensayo de TBARS descrito por Okawa
et al. (55). El método se basa en la reaccién con acido tiobarbittrico (TBA) a pH
3.5 y posterior extraccion con una mezcla de butanol:piridina de 15:1, que es
posible medir colorimétricamente a 532 nm. La concentracion de MDA se expreso

en umol/L.
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Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 17.0 para

Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).

La distribucion normal de las variables se verificO con el test de Shapiro-Wilk.
Siendo todas las variables cuantitativas continuas, los resultados se expresaron

como promedio * error estandar.

Para evaluar el efecto de los tratamientos en comparacion con el control, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) de muestras repetidas para cada una de
las variables de estudio, ajustados con el test de Bonferroni, y para identificar las
relaciones entre respuestas glicémica, insulinémica y biomarcadores de estado
redox se utilizé el factor de correlacion de Pearson, siendo significativo un p < 0,05

para ambos andlisis.
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RESULTADOS

La muestra quedd constituida por 6 mujeres y 4 hombres, edad promedio de 26,3
+ 3,2 afios (22 — 31) e IMC de 22,59 + 1,91 kg/m? (20,19 — 24,2). En cuanto a
pardmetros metabodlicos basales, la glicemia fue de 91,19 + 7,97 mg/dL en
mujeres y 95,04 = 6,59 mg/dL en hombres, y la insulinemia fue de 7,34 + 4,17 y

6,54 + 1,25 uUl/mL en mujeres y hombres, respectivamente.

En relaciébn a las caracteristicas de la dieta de los sujetos, no se observaron
diferencias estadisticas al comparar las ingestas de fibra, vitamina C, vitamina E,

carotenos y polifenoles previa a cada tratamiento (tabla 2).

Tabla 2. Ingesta diaria de fibra y compuestos bioactivos de los sujetos (promedio + error estandar) antes
de cada tratamiento

Suplementacion C.Inmediato p
Fibra dietética (g) 18,17+ 4,72 14,50 + 2,59 0,561
Vitamina C (mg) 191,93 £ 35,33 150,74 + 33,50 0,562
Vitamina E (mg) 5,20+ 1,10 3,27 + 0,56 0,267
Carotenos (ug ER) 1080,84 + 261,15 729,85 + 205,07 0,472
Polifenoles (mg EAG) 726,55 + 256,64 401,23 + 152,20 0,469

No se observaron diferencias estadisticamente significativas

La caracterizacion de los arandanos utilizados en el estudio se resume en la tabla

3.
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Tabla 3. Caracterizacion de los ArAndanos del estudio

Indicador DS
Capacidad Antioxidante (mmol Fe*2/100 g peso freso) 2,56 0,56
Polifenoles Totales (mg EAG/100 g peso fresco) 256,02 24,69
Antocianinas Totales (mg E Cia-3-glu/100g de peso fresco) 63 0,8

1.- Efecto de los tratamientos sobre las Respuestas Glicémica e Insulinémica

En la tabla 4 se muestran las respuestas glicémicas observadas. No se
observaron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa a nivel
basal (tiempo 0). Sin embargo, los incrementos en las concentraciones de glucosa
si tendieron a ser menores luego del consumo de arandanos, siendo estos
aumentos significativamente mas bajos en el consumo inmediato que en el control
a los 60, 90 y 120 min, y significativamente mas bajos en el consumo inmediato

que en la suplementacion a los 60 y 90 min (Fig. 1).

Tabla 4. Concentraciones plasmaticas de glucosa (mg/dL) de los sujetos a distintos tiempos

Tiempo (min) Control Suplementacién C. Inmediato
0 92,74 + 2,32 93,69 + 2,51 84,13 + 1,28

30 114,13 + 4,03 111,48 + 4,92 102,03 + 1,41

60 127,99 + 7,85 130,39 + 7,48 95,82 + 4,273b

90 114,46 + 6,84 116,00 + 4,99 87,78 + 4,19ab

120 106,71 + 5,34 102,56 + 4,83 88,42 + 4,022

a : significativamente diferente del grupo control
b : significativamente diferente del grupo suplementacion
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Estas diferencias se confirmaron al evaluar el peak de glucosa en cada
tratamiento, ya que en el consumo inmediato fue a los 30 min, y en el control y en
la suplementacion fue a los 60 min, siendo significativamente més altos en estos
altimos (102,03 + 1,41 versus 12799 * 7,85 y 130,39 = 7,48 mg/dL,

respectivamente; p < 0,05).

Las areas bajo las curvas (AUCs) entre los 0 y 120 min, que representan la
magnitud de la respuesta glicémica, fueron de 2560,6 + 454,8 mg*min/dL en el
control; 2437,3 + 464,3 mg*min/dL en la suplementacién y 1261,1 + 211,4
mg*min/dL en el consumo inmediato, no observdndose diferencias significativas
entre los grupos (control — c.inmediato, p = 0,69 y suplementacién — c.inmediato,

p =0,107).
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-4 Consumo Inmediato
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas de glucosa expresadas como promedio + error estandar
(Ver Anexo 2). * denota diferencias significativas entre control y consumo inmediato (p < 0,05) y **
diferencias significativas entre suplementacion y consumo inmediato (p < 0,001) usando ANOVA
de muestras repetidas en conjuncion con el posttest de Bonferroni.
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En cuanto a la respuesta insulinémica, en la tabla 5 se resumen los valores
observados. Las concentraciones plasmaticas basales (tiempo 0) no difirieron
significativamente entre grupos. En cuanto a los niveles plasmaticos de insulina
posteriores a la ingesta, éstos tendieron a elevarse menos luego de la dacion de
arandanos, especialmente en la suplementacion por 6 dias, aunque no de manera
significativa para ninguno de los tiempos estudiados. Al analizar el peak, los
resultados fueron concordantes con los de glucosa, siendo a los 30 minutos en el

consumo inmediato y a los 60 minutos en el control y la suplementacion.

Tabla 5. Concentraciones plasmaticas de insulina (uUI/mL) de los sujetos a distintos tiempos

Tiempo (min) Control Suplementacién C. Inmediato
0 7,02 +1,02 8,30+ 1,08 8,12 +1,23

30 46,06 + 5,69 35,65+ 7,17 60,49 + 11,03

60 68,38 + 11,07 61,09 £ 10,74 58,94 + 7,89

90 58,38 + 10,93 42,62 +7,23 36,23 4,35

120 48,90 + 7,43 34,59 + 6,69 38,62 + 5,88

De igual manera, al determinar las AUCs, se observd que ésta fue menor en la
suplementacion (3753,23 + 707,27 uU*min/mL) en comparacion con el control
(5180,91 = 813,91 uU*min/mL) y con el consumo inmediato (5746,95 + 1440,57

uU*min/mL), aungque no de manera estadisticamente significativa (Fig. 2).
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Figura 2. Concentraciones plasmaticas de insulina expresadas como promedio * error estandar
(Ver Anexo 2). No se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

2.- Efecto de los tratamientos sobre Biomarcadores de Estrés Oxidativo

Capacidad Antioxidante
En términos generales, no se observaron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante del plasma de los voluntarios luego del consumo de arandanos,

independientes de la dacion (figura 3). Tampoco se observaron diferencias al

comparar los distintos tiempos evaluados.
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Figura 3. Capacidad antioxidante del plasma medida por FRAP, expresada como promedio + error
estandar de mM Fe*?/L (ver Anexo 2). No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos.

GSHt, GSSG y relacion GSH/GSSG

Las concentraciones basales (tiempo 0) de GSHt fueron significativamente
mayores en el consumo inmediato en relacion con la suplementacion (p < 0,05).
Luego de la dacion de arandanos, los niveles de GSHt en eritrocitos fueron mas
elevados en el consumo inmediato, diferencias que fueron significativas al
comparar con el grupo control a los tiempos 30 min (p < 0,01) y 120 min (p < 0,05),

y con el grupo suplementacion sélo en el tiempo 30 min (p < 0,01)(Figura 4).

En cuanto a las concentraciones de GSSG, en la figura 5 se aprecia que la
suplementacion con arandanos arrojo los niveles mas bajos de glutation oxidado,
aunque no de manera significativa. Al analizar por tiempo, a los 30 min los niveles

de GSSG disminuyeron en el control y en la suplementaciéon, y aumentaron en el
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consumo inmediato, diferencias que fueron estadisticamente significativas (p <

0,01 en ambas comparaciones).
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Figura 4. Concentracion eritrocitaria de GSHt, expresada como promedio + error estandar (ver
Anexo 2). * denota diferencias significativas entre control y consumo inmediato (p < 0,05) y **
diferencias significativas entre suplementacién y consumo inmediato (p < 0,001) usando ANOVA
de muestras repetidas en conjuncion con el posttest de Bonferroni.

I Control
@l Suplementacion
@ Consumo Inmediato

0.15+

30
Tiempo (min)

Figura 5. Concentracion eritrocitaria de GSSG, expresadas como promedio + error estandar (ver
Anexo 2). * denota diferencias significativas entre control y consumo inmediato (p < 0,05) y **
diferencias significativas entre suplementacién y consumo inmediato (p < 0,001) usando ANOVA
de muestras repetidas en conjuncion con el posttest de Bonferroni.
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La relacion GSH/GSSG eritrocitaria tendié a ser mayor luego del consumo de
arandanos, aunque las diferencias no fueron significativas al comparar
tratamientos. De la misma manera, no se observé un efecto del tiempo al aplicar

ANOVA de muestras repetidas con correccion por test de Bonferroni (Figura 6).

I Control
Bl Suplementacion
8 Consumo Inmediato
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Figura 6. Relacibn GSH/GSSG, expresada como promedio * error estandar. No se observaron
diferencias significativas entre tratamientos.

Malondialdehido

En el figura 7 se muestran las concentraciones plasmaticas de MDA de los sujetos
en los tiempos estudiados para cada tratamiento. Se observd que la dacion de
arandanos, independiente del tipo, produjo una disminucién de la concentracion de

MDA, aunque las diferencias no fueron significativas.
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Figura 7. Concentracion plasmatica de MDA, expresada como promedio *+ error estandar (ver
Anexo 2). * denota diferencias significativas entre control y consumo inmediato (p < 0,05) usando
ANOVA de muestras repetidas en conjuncibn con el posttest de Bonferroni
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3.- Correlaciones

En la tabla 6 se resumen las correlaciones entre las AUCs de glicemia, insulinemia

y biomarcadores de estado redox. Se evidenciaron correlaciones positivas entre

las variables glicemia e insulinemia (r = 0,472 y p < 0,001), glutatién total e

insulinemia (r = 0,256 y p < 0,05) y entre glutatién total y glutation oxidado (r =

0,622 y p < 0,001), siendo ésta ultima la correlacion mas importante. Por otro lado,

se observo una correlacion negativa entre glicemia y glutation total (r = -0,234 y p

< 0,05).

Tabla 6. Correlaciones de Pearson para todas las variables estudiadas

Glicemia Insulinemia FRAP GSHt GSSG MDA
Glicemia r 1 0,472(**) 0,018 -0,234(*) -0,153 -0,016
p 0,000 0,868 0,028 0,153 0,880
Insulinemia r 0,472(*%) 1 0,057 0,256(*) 0,088 0,008
p 0,000 0,593 0,016 0,413 0,942
FRAP r 0,018 0,057 1 0,037 -0,144 -0,033
p 0,868 0,593 0,731 0,179 0,759
GSHt r -0,234(%) 0,256(*) 0,037 1 0,622(**) -0,121
p 0,028 0,016 0,731 0,000 0,259
GSSG r -0,153 0,088 -0,144 0,622(**) 1 -0,073
p 0,153 0,413 0,179 0,000 0,499
MDA r -0,016 0,008 -0,033 -0,121 -0,073 1
p 0,880 0,942 0,759 0,259 0,499

** |a correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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DISCUSION

Los arandanos han sido ampliamente caracterizados como alimentos de gran
capacidad antioxidante, ricos en polifenoles. En este estudio, los extractos de
arandanos mostraron una capacidad antioxidante de 2,56 (1,93 — 3,74) + 0,56
mmol Fe*?/100 g peso fresco, valor que se encuentra cercano al limite inferior de
los rangos comunicados por Moyer et al. (56) y Borges et al. (57), que fluctuaban
entre 1,85 y 6,14 mmol Fe+2/100g de peso fresco. Algo similar ocurrié con el
contenido de polifenoles totales, que fue de 256,02 + 24,69 mg EAG/100 g peso
fresco, concordantes con los publicados por Szajdek & Borowska (58) (181,1 —
473 mg EAG/100 g peso fresco). Por otro lado, la concentracion de antocianinas
fue de 63,0 + 0,8 mg E Cia-3-glu/100 g de peso fresco, levemente mas baja que la
publicada por los mismos autores (73 — 430y 62,6 — 235,4 mg/100 g peso fresco).
Estas diferencias podrian deberse a que las concentraciones de fitoquimicos en
berries se ven influenciadas por una serie de factores, incluyendo las condiciones
ambientales, el grado de maduracién, la variedad empleada (que en este caso era
jewel y star), el sitio de cultivo y el almacenamiento (43, 47, 49, 50). Asi mismo, el
procesamiento también se ha descrito como un factor determinante de capacidad
antioxidante y contenido de antocianinas. Estudios sugieren que la concentracion
de antocianinas seria mayor en la piel que en la pulpa de los frutos, y que la
extraccidn seria mas efectiva utilizando como solvente agua y/o acetona, lo que
podria haber influido en los valores observados en este estudio, en que los frutos

fueron molidos en mortero y sometidos a una extracciéon metandlica (68, 69).
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Con respecto a los efectos saludables, los resultados de este estudio muestran
que el consumo inmediato de arandanos modula la respuesta glicémica sin
modificar de manera significativa la respuesta insulinémica en sujetos jévenes
sanos que consumieron un alimento alto en carbohidratos de rapida velocidad de
digestidon. En efecto, la dacién inmediata de arandanos produjo curvas glicémicas
post-prandiales caracterizadas por un incremento significativamente mas bajo en
el peak de la respuesta y concentraciones de glucosa significativamente menos
elevadas entre los tiempos 60 y 120 min. Efectos similares se observaron en un
estudio donde la ingesta de un puré de berries disminuyé la respuesta glicémica
post-prandial frente a una carga de sacarosa (17), y en otro en el cual el consumo
de polvo de arédndanos liofilizados durante 8 semanas disminuyd el AUC de
glucosa durante un test de tolerancia insulinica intraperitoneal en ratones
alimentados con una dieta rica en lipidos (59). En ambos trabajos, el tipo de
polifenoles de los alimentos ensayados correspondié principalmente a
antocianinas. Esta bien descrito que las antocianinas, que se encuentran en gran
cantidad en los arandanos, actuarian como moduladores de la respuesta glicémica
a través de la inhibicién de las enzimas a — amilasa y a — glucosidasa, claves en la
digestiéon de los carbohidratos dietéticos y que determinan la liberacién y absorciéon
de glucosa a nivel intestinal (21 - 22). Esto podria explicar que el incremento en la
respuesta glicémica luego del consumo inmediato haya sido menor que en la
suplementacién y el control, incluso a pesar de que la cantidad de carbohidratos
disponibles en este tratamiento era mayor (la adicién de la porciéon de arandanos
significd un total de 93 gramos de CHO disponibles, versus los 75 gramos del pan

solo).
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La absorcién intestinal de glucosa Na* -dependiente mediada por SGLT1 también
pudo verse afectada por la presencia de otros acidos fendlicos presentes en los
arandanos, ya que éstos actuarian como inhibidores competitivos de la captaciéon

de glucosa mediada por este receptor (60 - 61).

Es importante mencionar que si bien la fibra dietética podria ser otro factor
involucrado en las diferencias entre las respuestas glicémicas observadas, la
cantidad de aportada por los arandanos en el consumo inmediato fue de 3,6 g de
fibra dietética total, de los cuales 3,2 g corresponden a fibra insoluble y sélo 0,4 g
a fibra soluble (62), siendo esta Ultima asociada a una atenuacién de las
respuestas glicémicas postprandiales luego de consumir alimentos ricos en

carbohidratos (63).

La sensibilidad insulinica también se veria modulada por presencia de las
antocianinas, incrementando el transporte de glucosa insulino - dependiente en
células musculares y adiposas, y favoreciendo la proliferacién y secrecién de
insulina en las células B pancreaticas (23, 64). En este estudio, el consumo de
arandanos a través de una suplementacion produjo una tendencia a la disminucién
de los niveles post-prandiales de insulina en comparacién con el control, lo que,
sin ser estadisticamente significativo, podria resultar interesante desde el punto de
vista clinico, ya que sugiere que la ingesta habitual de arandanos
(aproximadamente 1 taza) contribuiria a mejorar la sensibilidad insulinica en
sujetos resistentes o podria retardar el efecto deletéreo de las células f3

pancreaticas en diabéticos. La misma tendencia fue observada por Stull et al (65),
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quienes concluyeron que la suplementacién con un batido de arandanos por 6
semanas mejoré la sensibilidad insulinica en sujetos obesos, insulinorresistentes.
Con respecto al consumo inmediato, la tendencia fue similar, sin embargo destaca
la mayor elevacion de la concentracion de insulina observada al tiempo 30 min,
distinto de lo que ocurrid luego de la suplementacion, y que podria atribuirse a la
respuesta fisioldgica frente a un estimulo superior de hidratos de carbono, ya que
se ha descrito que la ingesta de CHO provoca un aumento rapido en la
concentracion de insulina, que ocurre antes que se eleve la concentracion de
glucosa arterial, de manera de aumentar la utilizacion de la glucosa durante la

absorcion y prevenir la hiperglicemia (63).

De los resultados discutidos, se infiere que al menos en las condiciones aplicadas
en el estudio, la forma méas adecuada para suministrar los polifenoles de los
arandanos con el objeto de disminuir los niveles de glicemia es a través del
consumo inmediato. Esto resulta especialmente interesante ya que la mayor parte
de los trabajos que evaltuan el efecto del consumo de polifenoles de arandanos
han utilizado extractos o bien productos deshidratados con alta concentracién de
estos compuestos bioactivos, que sélo podria lograrse con alimentos funcionales o
suplementos. En efecto, un aspecto positivo del estudio es la cantidad adicionada
para evaluar el efecto del consumo inmediato y de la suplementacion,
correspondiente a una porcién de consumo habitual definida para esta fruta (62),

lo cual no implica cambios importantes en la dieta habitual.



La determinacion de biomarcadores de estado redox luego de las distintas
daciones de arandanos fue otro aspecto importante de este trabajo. En términos
generales, el consumo de ardndanos, ya sea a partir de una suplementacion o de
una dosis Uunica, no se tradujo en modificaciones significativas en los
biomarcadores estudiados. La capacidad antioxidante de la plasma, por ejemplo,
no presento diferencias significativas entre los tratamientos, lo que podria estar
explicado por la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos presentes.
Diversos estudios in vivo (humanos y animales) han sugerido que la eficacia
antioxidante de los flavonoides in vivo estaria limitada por su baja absorcion y
compleja metabolizacion que ocurre en intestino e higado (66 — 67). Manach et al
(66) observaron que la concentracion plasmatica de flavonoides alcanza su nivel
méximo entre 1 y 3 horas luego del consumo de alimentos ricos en estos
compuestos, y no superan los 7.6 uM en el caso de los flavonoles, flavanoles y
flavanonas, y los 0.16 uM en el caso de las antocianinas. Ademas, la matriz del

alimento afecta significativamente la absorcion de las antocianinas (70).

Por su parte, el sistema antioxidante dependiente de glutatibn juega un rol
fundamental en la defensa celular contra las especies reactivas de oxigeno. Las
funciones citoprotectoras de GSH se deben a su habilidad de reaccionar
directamente con electréfilos, y a su capacidad para regenerarse por accion de la
enzima glutation reductasa (GR), manteniendo el balance redox y la viabilidad
celular (35, 3). En este trabajo, las diferencias observadas en las concentraciones
de GSH y GSSG no pueden atribuirse a un efecto de la dacién de arandanos, ya

gue las diferencias significativas ocurren a partir del tiempo 0, cuando los sujetos

45



aun no ingerian los frutos. Por lo mismo, fue necesario evaluar la relacién
GSH/GSSG, ya que, ademas de ser un claro indicador del estado redox celular,
permitiria eliminar posibles errores metodoldgicos. En condiciones normales, esta
relacion es mayor que 10, con la forma reducida predominando (37), situacion que
se ve modificada en diabéticos (71). En este estudio, esta relacibn mostré una
tendencia de valores mayores luego del consumo inmediato de arandanos que, a
pesar de no ser estadisticamente significativa, podria sugerir que se mantuvo una
mayor proporcién de la forma reducida, probablemente asociado a un menor
produccion de especies reactivas producto de la respuesta glicémica atenuada
descrita previamente, y que mantendria el balance redox de estas células. Pese a
esto, y considerando que las mediciones para estos biomarcadores se realizaron
en glébulos rojos, es necesario mencionar que tales hallazgos podrian haberse
visto influenciados por la situacion eritrocitaria de los sujetos experimentales,
principalmente en las mujeres, por lo que debe ser un factor a considerar en

futuras investigaciones.

Por ultimo, el consumo de antocianinas se ha relacionado en varios estudios con
una disminucion de las concentraciones de MDA en ratas diabéticas (71, 72) y
mujeres con sindrome metabdlico (15). Sin embargo, en este estudio las
concentraciones de MDA tendieron a ser menores luego del consumo inmediato
de arandanos, pero no de manera significativa, ya que la diferencia observada al
tiempo O entre el control y el consumo inmediato no se pueden atribuir al efecto

del consumo de tales frutos, puesto que aun no eran ingeridos por los sujetos.
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CONCLUSION

En sintesis, los resultados del presente trabajo enfatizan que la forma mas
adecuada de consumir los arandanos con respecto a las respuestas glicémicas e
insulinémicas al ingerir un alimento alto en carbohidratos de rapida absorcion es la
forma de consumo inmediato, lo que estaria apoyado por las respuestas de
algunos de los indicadores redox evaluados. Es necesario destacar que los
hallazgos se observaron en sujetos sanos con una alimentacion similar en cuanto
al aporte de compuestos bioactivos antioxidantes. En estos sujetos, la disminucién
de los niveles de glicemia estaria sugiriendo un menor riesgo de glicosilacion de
proteinas y consecuente efecto inductor sobre el proceso de estrés oxidativo,

asociado con un aumento del riesgo de desarrollar ECNT.

También los resultados estdn mostrando que no solamente hay que considerar la
dacion de estos compuestos bioactivos como protectores de la salud, sino que
también son interesantes las formas de consumo de éstos, lo cual abre un
interesante campo relacionado con la introduccién de tales compuestos en la
alimentacion habitual, ya sea a través de técnicas culinarias adecuadas asi como
de enfoques gastrondmicos que realcen el potencial saludable de los compuestos

bioactivos en los alimentos.
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ANEXO 1: CUESTIONARIO DE ELEGIBILIDAD

Datos Personales
Nombre:
Fecha de Nacimiento:

Fono contacto:

Datos Antropomeétricos
Peso:
IMC:

Estado nutricional:

Actividad fisica

Realizacion de actividad fisica (si/no):

Cuantas veces a la semana:

Nivel de actividad fisica:

Otros antecedentes

Habito tabaquico, si/no:

Consumo de alcohol, si/no:
Consumo de medicamentos, si/no:

Consumo de suplementos, si/no:

Patologias Crénicas Asociadas, si/no:

Glicemia ayunas:

Talla:

Edad:

E-mail:

Cuénto tiempo por vez:

Cantidad/Frecuencia:

Cantidad/Frecuencia:

Cuales:
Cuales:
Cuales:

Insulinemia ayunas:
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ANEXO 2: ENCUESTA DE FRECUENCIA DE CONSUMO MODIFICADA

NOMBRE ENCUESTADO:

ENCUESTA ALIMENTARIA

FECHA:

ALIMENTOS

FRECUENCIA
(Diaria, semanal o mensual)

CANTIDAD POR VEZ

MEDIDA

OBSERVACIONES

Verduras:
Acelga

Ajo

Alcachofa
Apio
Betarraga
Brocoli
Cebolla
Choclo
Coliflor
Espinaca
Lechuga
Papas
Pimenton rojo
Pimenton verde
Porotos Verdes
Repollo
Tomate
Zanahoria
Zapallo
OTRAS (Cual)
Aji verde

Frutas:
Arandanos
Cerezas/Guindas
Damascos
Duraznos
Frambuesas
Frutillas

Kiwi

Limon

Mango
Manzana
Naranja

Pera

Uva

Sandia
OTRAS (Cual)
Mandarinas

Bebidas:

Jugos de fruta natural fresco
Jugos de fruta natural envasado
Nectar de fruta

Vino tinto

Vino blanco

Ceneza

Lacteos (Indicar cual)

Carnesy derivados (Cual)

La medida puede ser en taza, vaso, plato, cuchara; unidad, envase, gramos, milimetros.
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ANEXO 3: CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Efecto de la ingesta inmediata versus la
suplementacion por 6 dias con arandanos (Vaccinium corymbosum L) sobre
la glicemia, insulinemia y estado redox en sujetos sanos”

Nombre del Investigador principal: Ximena Palma Molina
Institucidon: Depto de Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Teléfonos: 02 978 6129 — 09 5372830

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion “Efecto de la ingesta inmediata versus la suplementacion por 6 dias
con arandanos (Vaccinium corymbosum L) sobre la glicemia, insulinemia y estado
redox en sujetos sanos”.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos evaluar el efecto del consumo de
arandanos de manera inmediata y a través de una suplementacion sobre la
glicemia, insulinemia y estado redox en personas adultas y sanas. El estudio
incluira a un namero total de 10 voluntarios sanos, estudiantes universitarios, con
estado nutricional normal de acuerdo a indice de masa corporal (IMC).

Procedimientos: Si Ud. acepta participar sera sometido en 2 oportunidades,
separadas por 3 meses, a los siguientes procedimientos:

* Instalacion de un catéter intravenoso para la extraccion de muestras sanguineas.
» Extraccion de 5 cc de sangre venosa antes y luego del consumo de 150g de pan
blanco (5 cc cada 30 minutos hasta completar las 2 horas, es decir, 25cc por vez).

* En la primera instancia, se entregaran de 6 porciones de 150 g de arandanos
para ser consumidas durante los 6 dias siguientes, en la mafiana y sin
procesamiento. En la segunda instancia, se entregaran 150 g de arandanos al
momento de consumir los 150 g de pan blanco, para ser ingeridos en conjunto.

* Repeticiéon del proceso de extraccion de sangre y consumo de pan blanco para
identificar las diferencias luego del consumo de arandanos.

Riesqos: El consumo de arandanos no tiene asociados efectos indeseados. De la
misma manera, el procedimiento de toma de muestras de sangre implica muy
pocos riesgos asociados, entre los que se pueden encontrar: sangrado excesivo,
desmayo o sensacion de mareo, hematoma (acumulacion de sangre debajo de la
piel) e infeccion (un riesgo leve cada vez que se presenta ruptura de la piel). Si
Ud. observa alguno de estos signos, debera comunicarlo a Ximena Palma en el
teléfono 09 — 5372830.

Costos: La participacion en este estudio no tendra costo alguno para Ud.
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Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del
conocimiento, Ud. recibira una compensacion econdmica por su participacion en el
estudio consistente en un incentivo de $10000 por una vez.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion.
Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la
investigacion sera completamente anénima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y
se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador, sin que ello
signifigue modificaciones en el estudio. De igual manera, el investigador podra
determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su beneficio.

Complicaciones: En el improbable caso de que Ud. presente alguna
complicacion directamente dependiente de la administracion de la suplementacion
y/o en la toma de muestra de sangre, Ud. recibira el tratamiento médico completo
de dicha complicacion, financiado por Departamento de Nutricion de la Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, y sin costo alguno para Ud. o su sistema
previsional.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su
participacion en este estudio puede llamar a:

Investigador: Ximena Palma Molina 09 - 5372830
Autoridad de la Institucién: Héctor Araya Lopez 02 - 9786129

Conclusién:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Efecto de la ingesta inmediata versus la suplementacion por 6 dias
con arandanos (Vaccinium corymbosum L) sobre la glicemia, insulinemia y estado
redox en sujetos sanos”.

Nombre del sujeto Firma Fecha
Nombre de informante Firma Fecha
Nombre del investigador Firma Fecha



ANEXO 2: APROBACION COMITE DE ETICA
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ANEXO 5: OTROS RESULTADOS

5 F #

-30,00 -20,00 -10,00 0,00 10,00

% Delta Glicemia
H Control - C. Inmediato B Control - Suplementacién

20,00

Tabla 7: Delta porcentual de las areas bajo la curva de glicemia en los 10 sujetos. En rosado,
relacion entre control y suplementacion, y en azul, relacion entre control y consumo inmediato. %D

= [(tratamiento - control/control] * 100.
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% Delta Insulinemia

H Control - C. Inmediato M Control - Suplementacién

100,00

Tabla 8: Delta porcentual de las areas bajo la curva de insulinemia en los 10 sujetos. En rosado,
relacion entre control y suplementacion, y en azul, relacion entre control y consumo inmediato. %D

= [(tratamiento - control/control] * 100.
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