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GLOSARIO

AHG Attenuated hyperglycemic group, grupo con hiperglucemia atenuada. Se
clasificaron bajo esta denominacién al subgrupo de sujetos que respondieron a la
adicion del aceite de Sacha inchi mostrando una disminucion de los niveles de
glucosa postprandiales, al ser comparados con la ingesta de la carga grasa.

EHG Enhanced hyperglycemic group, grupo con hiperglucemia potenciada. Se
clasificaron bajo esta denominacién al subgrupo de sujetos que respondieron a la
adicion del aceite de Sacha inchi mostrando un aumento de los niveles de glucosa
postprandiales, al ser comparados con la ingesta de la carga grasa.

HFM High fat meal, comida rica en grasa. Intervencién consistente en 100 g de
pan untado con 70 g de mantequilla comercial, acompafiado de 150 mL de café
adicionado con 10 g de azlcar.

HFM+S High fat meal with Sacha inchi oil, comida rica en grasa con adicién de
aceite de Sacha inchi. Intervencion consistente en 100 g de pan untado con 70 g
de mantequilla comercial y 15 mL de aceite de Sacha inchi, acompafiado de 150
mL de café adicionado con 10 g de azUcar.

MH Metabolically healthy, metabdlicamente saludables. Se clasificaron bajo esta
denominacion aquellos pacientes que presentaran en sus muestras de ayuno 4 o
mas de la siguientes caracteristicas: BMI < 28.0 kg /m2, HDL-C > 1.00 mmol/L
(39.0 mg/dL), LDL-C < 2.60 mmol/L (100 mg/dL), TC < 5.20 mmol/L (200 mg/dL),
HOMA-IR < 1.95 or TAG < 1.71 mmol/L (150 mg/dL). Estos valores se tomaron a
partir de la clasificacion propuesta por Badoud, 2015 [27].

MU Metabolically unhealthy, metabdlicamente no saludables. Se clasificaron bajo

esta denominacion aquellos pacientes que no cumplieran los requisitos para ser
catalogados como metabdlicamente no saludable.
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RESUMEN

Introduccidén

La etapa postprandial se caracteriza por cambios en glacidos y lipidos, con
aumento en circulacion de lipoproteinas ricas en triacilglicéridos 'y
lipopolisacéaridos, lo cual activa cascadas de liberacion de citocinas y el desarrollo
de un estado inflamatorio de bajo grado relacionado con enfermedad
cardiovascular. La magnitud de estos eventos depende del estado metabdlico y
es mayor cuando la ingesta contiene acidos grasos saturados.

El aceite de sacha inchi es una fuente vegetal de acidos grasos insaturados poco
explorada y su consumo podria modificar el impacto postprandial de una ingesta
grasa. Por lo anterior, se realiz6 un ensayo clinico cruzado aleatorizado doble
enmascarado cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la adicién de aceite de sacha
inchi sobre los cambios postprandiales en el metabolismo de glucidos, lipidos e
inflamacion, producidos por la ingesta de un desayuno rico en grasas, y Su
relacion con el estado metabdlico.

Metodologia

Ensayo clinico cruzado aleatorizado, en el cual 42 hombres adultos fueron citados
en dos momentos para ingerir un desayuno rico en grasas solo [HFM: 874 cal,
59% de grasas (SFA 32%, MUFA 23%, PUFA 4%)], o complementado con 15 mL
de aceite de Sacha inchi [HFM+S: 998 cal, 65 % de grasas (SFA 30%, MUFA
20%, PUFA 15%)].

Se cuantificaron glucosa, insulina, perfil lipidico y lipopolisacaridos en sangre en
ayunas y a la hora y 4 horas post ingesta. En ayunas y a las 4 horas se midieron
interleucina-6, y proteina C reactiva y se aislaron PBMC para evaluar expresion de
SIRT-1 e IL-6 por qCPR.

Resultados y discusion

La complementacion con aceite de Sacha inchi mejoré la sensibilidad a insulina
en 16 (38,1%) de los participantes correlacionando positivamente este indice con
la expresién de SIRT-1 a las 4 hs (r=0.636; p=0.035). Este grupo habia
presentado una tendencia a valores menos saludables en ayunas y mayor
respuesta glucémica a la carga grasa.
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Respecto a lipidos, se observé atenuacion del aumento de colesterol total
[IAUCHem: 13.75 mg/dL/4h (IQR:-0.39/33.26); iIAUCHrw+s: 1.35 mg/dL/4h (IQR: -
17.48/17.79) p=0.017], especialmente en los individuos metabdlicamente sanos.

El perfil inflamatorio no se modifico tras la adicion del aceite en el grupo completo,
sin embargo en presencia de alteraciones metabdlicas, se atenu6 el aumento de
LPS [LPShem: 1.15EU/ML (IQR: 0.81/1.66); LPSprwss: 1.04EU/mL (IQR: 0.59/1.31)
p=0.031], y se perdio la correlacion de este parametro con TAG 4 horas post HFM
(r= 0.568; p=0.006). No hubo cambios en los niveles circulantes de IL-6, pero su
expresion en PBMC disminuyd [(FCuem= -1.19 (RIC-1.72/1.93); FCurm+s= -1.83
(RIC-4,82/-0,01), p=0,017].

Conclusiones

La adicion del aceite modifica parcialmente el impacto postprandial producido por
la ingesta de una comida rica en grasas, sin embargo los efectos difieren de
acuerdo con el estado metabdlico del individuo.

Los resultados obtenidos aportan evidencias del papel que podria jugar la
complementacidn con este aceite dentro de las estrategias para prevenir o tratar
desordenes relacionados con enfermedad cardiovascular, sin embargo, la
optimizaciébn de su uso requiere investigaciones adicionales que incluyan su
consumo por periodos mas prolongados y un mayor nimero de biomarcadores.

Palabras clave: Plukenetia volubilis L; dieta alta en grasas; acidos grasos

poliinsaturados; inflamacion; lipidos, lipopolisacéridos; obesidad; periodo
posprandial; resistencia a la insulina; SIRT-1.
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INTRODUCCION

Los cambios en estilos de vida, con aumento de la ingesta de alimentos
hipercaloricos y disminucién de la actividad fisica, han resultado en perfiles
epidemiologicos en los que predominan las enfermedades crénicas relacionadas
en su mayoria con sobrepeso y obesidad, entre ellas la enfermedad
cardiovascular.

A pesar de los multiples esfuerzos para su control, este desorden ocupa el primer
lugar como causa de muerte y se estima que fue responsable de 17.7 millones de
muertes en 2015, la mayor parte de ellas afectando ciudades de bajos y medios
ingresos [1].

El desarrollo de enfermedad cardiovascular se asocia con la presencia de una
serie de desordenes metabdlicos conocidos como sindrome metabdlico, que
incluyen hipertension arterial, dislipidemia, alteraciones del metabolismo de la
glucosa y obesidad abdominal.

En la actualidad, se ha comprobado que se acompafia de un estado inflamatorio
de bajo grado en el que juegan un papel importante la activacion de células
circulantes o infiltradas en tejidos, entre ellas los monocitos, asi como la presencia
de moléculas que disparan complejas cascadas de produccion de citocinas y
guimiocinas, todo lo anterior asociado con aumento del riesgo cardiovascular [2].

La etapa postprandial, es decir el tiempo que transcurre luego de la ingesta de un
alimento, se caracteriza por la presencia de lipoproteinas transportadoras de
triacilglicéridos, proporcional al contenido de grasa del alimento. Durante este
periodo se produce también un aumento en los niveles de lipopolisacéaridos (LPS)
circulantes, en su mayor parte provenientes del intestino, y de marcadores de
inflamacion, como la proteina C reactiva y ciertas citocinas circulantes, entre ellas
la IL-6, asi como de los niveles de glucosa e insulina, cuya magnitud depender4,
de manera directa, de la presencia de insulinorresistencia. Debido a este conjunto
de caracteristicas, la etapa postprandial puede aportar al riesgo de desarrollo de
enfermedad vascular [3].

Entre los mediadores de respuesta a la ingesta se halla un representante de una
familia de desacetilasas de histonas denominada sirtuina 1 (SIRT-1). Esta enzima
ha mostrado efectos directos e indirectos sobre los procesos de inflamacion,
envejecimiento, cancer, enfermedad cardiovascular, resistencia a insulina y
desarrollo de diabetes tipo 2 [4] y su expresion en células sanguineas circulantes
se ha visto relacionada con la ingesta de glucosa (G) y acidos grasos saturados
(SFA) [5-7].
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Lo expuesto acerca de la etapa postprandial depende de las condiciones
metabdlicas del individuo y el tipo de grasa consumida [8-10]. Estudios con
diferentes tipos de &cidos grasos han mostrado que es recomendable ingerir
dietas con bajo contenido de acidos grasos saturados, relacionados con
respuestas postprandiales mas aterogénicas, y muestran como una buena opcion
su reemplazo por acidos grasos monoinsaturados o poliinsaturados, los cuales
han mostrado promover niveles menores de inflamacion, insulinoresistencia y
dislipidemia [11].

En Colombia, especialmente en las zonas del Caqueta y Putumayo [12] esta
siendo cultivada una oleaginosa silvestre de la Familia Euforbiacea, denominada
Sacha inchi (Plukenetia volubilis), de cuyas semillas se puede extraer un aceite
comestible con alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, fenoles y
antioxidantes [13]. La ventaja comparativa de este aceite como producto
agroindustrial resulta de su riqueza en compuestos que han mostrado ser
protectores de riesgo cardiovascular, asi como en su mayor indice de iodo y
menor indice de acidez y peroxido, lo que mejora su estabilidad.

A la fecha es escasa la evidencia sobre los efectos de su consumo. Se conoce
gue mejora los perfiles lipidicos y su ingesta es segura y organolépticamente
agradable [14,15], sin embargo no existe informacion acerca de sus efectos sobre
los marcadores de inflamacién y resistencia a insulina, en condiciones similares a
Su uso potencial.

Su inclusibn en las dietas probablemente tome la forma de complemento
alimenticio, en ingestas combinadas con otros tipos de aceites o grasas, por lo
gue es de gran interés el estudio de sus efectos bajo esas condiciones.

Teniendo en cuenta que la ingesta de la poblacién de Colombia en general, y de
Cartagena en particular, tiene elevado contenido en grasas, y tomando en
consideracion la resistencia a las modificaciones complejas de la dieta, el presente
estudio evalu6 si el agregado de aceite de Sacha inchi lograba modificar los
cambios producidos tras la ingesta de una comida rica en grasas, sobre
biomarcadores del metabolismo de glucidos, lipidos e inflamacion, y qué relacion
guardaban estos cambios con la presencia de alteraciones metabdlicas.

Los resultados de este estudio aportan evidencias sobre el uso de este aceite
como complemento y buscan contribuir de manera simultanea con dos de los
pilares fundamentales del Plan de Desarrollo 2014-2018: la implementacion de
estilos de vida saludables y la transformacion del campo [16], dado que el cultivo
de Sacha inchi esta siendo implementado como una alternativa agroindustrial que
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busca contribuir con los planes para la sustitucion de cultivos ilicitos y el
mejoramiento de la calidad de vida de las comunidades rurales.

La presentacion del Analisis de resultados esta organizada en Capitulos, acordes
con los objetivos especificos del estudio.

Algunos apartes de los capitulos cierran con un articulo publicado o en vias de
publicacion.

Parte de la revision tematica sobre el aceite de Sacha inchi se encuentra
publicada en la Revista chilena de nutricion y se incluye como parte del contenido
del documento, en el item 1.3.2.

El Capitulo 1 aborda las caracteristicas basales de los participantes del estudio.

El Capitulo 2 desarrolla los efectos sobre el metabolismo de lipidos glucidos e
impacto inflamatorio derivados del consumo del desayuno rico en grasas (HFM),
en el grupo completo (n=42) o diferenciados segun la presencia de obesidad
abdominal (NO/n=21; O/n=21).

Los resultados se encuentran publicados en la Revista Biomédica.

El Capitulo 3, muestra los efectos del agregado del aceite de Sacha inchi respecto
a los cambios postprandiales derivados del consumo del alimento rico en grasas,
analizando en primera instancia el grupo completo y estratificado segun obesidad
abdominal. Luego de esta primera aproximacion, el andlisis de los resultados
dirigio la recategorizacién de los grupos.

Los efectos sobre glucidos se analizaron con base en las respuestas individuales
de los patrticipantes al agregado del aceite, respecto al consumo de HFM, lo cual
dio origen a la estratificacion del grupo. Los participantes que disminuyeron su
respuesta glucémica se denominaron “Grupo con hiperglucemia atenuada”, AHG)
y los restantes se agruparon bajo la denominacion “Grupo con hiperglucemia
aumentada”, EHG). Los resultados de este andlisis estan en fase de
sometimiento a evaluacién para publicacién en revista cientifica tal como se
muestra en este capitulo.

Los efectos sobre lipidos e inflamacion fueron analizados estratificando los
pacientes de acuerdo con su salud metabdlica, en metabdlicamente saludables
(MH) y metabdlicamente no saludables (MU). EI articulo derivado de estos
resultados se encuentra en fase de sometimiento a evaluacion para publicacion en
revista cientifica y se incluye en este mismo capitulo.
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1. MARCO REFERENCIAL

11 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR.

Bajo la denominacion de enfermedad cardiovascular se incluyen un conjunto de
desérdenes que afectan el corazdén y los vasos sanguineos y en cuya base
fisiopatologica se halla el proceso aterosclerético. Esta enfermedad puede
originar fallas en la irrigacion sanguinea del corazén o del cerebro, produciendo
ataques cardiacos o infarto cerebral isquémico. Con menor frecuencia también se
observan infartos cerebrales hemorragicos, usualmente relacionados con el
aumento descontrolado de las cifras de presion arterial.

Si bien se conoce que la enfermedada cardiovascular es una de las principales
causas de muerte en el mundo, las tendencias de sus diferentes subtipos, eventos
no fatales y morbilidad relacionada estan menos establecidas.

Para el afo 2015, un tercio de todas las muertes fueron debidas a estas
patologias y se ha podido establecer que, ajustando por edades, esta ocurriendo
en niveles alarmantes en ciudades con distintos niveles sociodemogréficos pero,
sin embargo, es mas frecuente en niveles medios y bajos lo que se corresponde
con la transicion epidemioldgica de estos paises desde enfermedades infecciosas
a enfermedades crénicas no transmisibles [17].

Entre otros factores, los cambios en estilos de vida, que privilegian el
sedentarismo y la ingesta de comidas hipercaléricas, son considerados como
responsables del aumento de factores de riesgo responsables de los incrementos
en las cifras de morbimortalidad asociadas con enfermedad cardiovascular [18].

Estudios epidemiolégicos de gran alcance como el INTERSTROKE vy el
INTERHEART en Latinoamérica, han permitido establecer que los principales
factores de riesgo para la ocurrencia de eventos cardio-vasculares y cerebro-
vasculares son la obesidad abdominal, seguida por la hipertension arterial y el
tabaquismo. La Encuesta Nacional de Demografia y Salud (ENDS) y la Encuesta
Nacional de la Situacion Nutricional (ENSIN) realizadas en los afios 2005 y 2010
muestran a Colombia en una etapa transicional de nutricion en la cual el
sobrepeso aparece como un comun denominador en todos los estratos socio
econdémicos [19].

Por su parte, las estadisticas para Cartagena de Indias, permiten mostrar que las
causas cardiovasculares fueron responsables del 28,6 % de las defunciones
registradas durante el afio 2015 (n=3467), siendo las mas frecuentes el Infarto
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Agudo de Miocardio (n=463), la enfermedad cerebro vascular (n=217) y la
Insuficiencia Cardiaca Congestiva (n=149), seguidas por diabetes mellitus y
diferentes formas de cancer [20].

En lo que respecta a factores de riesgo, estudios realizados en el afio 2009
mostraron en esta ciudad una prevalencia de sobrepeso y obesidad del 62% (41%
de sobrepeso y 21% de obesidad), el 41,8% de la poblacion presentd obesidad
abdominal y de éstos el 39,3% mostraba hipertension arterial, 31,9% algun tipo de
dislipidemia y 11,2% diabetes mellitus tipo 2 [21].

La exploracion de habitos alimenticios en jévenes estudiantes, mostré que el
consumo de frutas es bajo, en contraste con la ingesta de comidas rapidas
(embutidos, fritos, hamburguesas) y pequefios refrigerios que se toman entre
comidas. El 44,4% de los entrevistados respondiéo que no realizaban actividad
fisica [22].

Lo expresado se constituye en un escenario 6ptimo que permite anticipar no solo
el sostenimiento sino el incremento futuro en las prevalencias de enfermedades
cardiovasculares, a menos que se implementen estrategias efectivas y eficaces
para hacer frente a este flagelo.

Parte de la respuesta gubernamental a este flagelo la constituye Ila nueva
legislacion que “define a la obesidad y las enfermedades crénicas no transmisibles
asociadas a ésta como una prioridad de salud publica y se adoptan medidas para
su control, atencidén y prevencion” (ley 1355/2009). En el mismo sentido, se
pronuncian los lineamientos gubernamentales nacionales, regionales y locales, y
la Ley 1753 de 2015 Plan Nacional “Todos por un Nuevo Pais 2014-2018, al Plan
Departamental “Bolivar Avanza 2015-2019 y el correspondiente Plan de Desarrollo
2016-2019, presentado recientemente por la Alcaldia Distrital de Cartagena de
Indias D. T.y C.

La linea estratégica denominada CARTAGENA SANA CON SALUD PARA
TODOS, y sus programas Vida Saludable, Condiciones No Transmisibles y
Seguridad Alimentaria y Nutricional, entre otros, pretenden dar respuesta a los
perfiles epidemioldgicos de la region y, con meta en 2030, aportar a “reducir en
un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la
prevencion, tratamiento y la promocion de la salud mental y el bienestar” [23].

El trabajo de tesis que se presenta, aporta y es coherente con los lineamientos
gubernamentales y las necesidades locales, nacionales e internacionales, en lo
gue respecta al mejoramiento de la salud cardiovascular y al cierre de brechas
sociales y econdmicas y la disminucién de las disparidades entre las regiones del
pais, entendiendo sus principales necesidades y capacidades [24].
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1.2 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS
1.2.1 Laimportancia del tejido adiposo

Las causas bioquimicas que subyacen el desarrollo de enfermedad cardio y
cerebro vascular se relacionan principalmente con aumento del volumen de tejido
adiposo acompafiado generalmente por la presencia de hipertension, dislipidemia
y resistencia a insulina, lo que recibe el nombre de sindrome metabdlico y es
ampliamente reconocido como factor de riesgo cardiovascular [25].

De acuerdo con el tercer panel del tratamiento del adulto (ATP Ill, por sus siglas
en inglés: adult treatment panel 1ll), el sindrome metabodlico se define en el
paciente que presente al menos tres de las siguientes caracteristicas:
circunferencia de cintura (mayor de 88 cm en mujeres y 102 cm en hombres,
excepto en asiaticos donde los valores disminuyen a 80cm y 90 cm,
respectivamente), glucosa en ayunas mayor de 100 mg/dL, triglicéridos mayor de
150 mg/dL, HDL-Col menor de 40 mg/dL en hombres o 50 mg/dL en mujeres
premenopausicas, y presion arterial sistélica/diastolica mayor de 130/85 mmHg.
Adicionalmente, parece jugar un papel importante en este sindrome la presencia
de inflamacioén de bajo grado [26].

Sumado a las consideraciones de niveles en ayunas, otros autores han mostrado
gue también las respuestas a retos alimenticios muestran diferencias apreciables,
de acuerdo con la salud metabdlica del individuo.

En tal sentido, Badoud en 2015 mostré que los sujetos metabdlicamente poco
saludables, respondieron con niveles mayores de glucosa e insulina al ser
comparados con personas saludables, independientemente de la presencia de
obesidad.

Este hallazgo implica que las respuestas postprandiales podrian resultar de una
combinacion de desordenes metabdlicos mas compleja que la simple presencia de
obesidad y, en consecuencia, podrian resultar de utilidad para el estudio del riesgo
cardiovascular [27].

A pesar de la complejidad de eventos que subyacen al riesgo cardiovascular, no
cabe duda de que la obesidad, especialmente de origen abdominal, esta
relacionada con el desarrollo de las comorbilidades del sindrome tales como
inflamacion e insulinorresistencia, producto del incremento del numero vy
especialmente del tamafio de las células del tejido adiposo (adipocitos) [28].

Se conocen dos tipos de tejido adiposo, el pardo, denominado asi por su color
debido a la presencia de abundantes mitocondrias, y el blanco, distribuido como
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grasa subcutanea y como paniculo adiposo mesentérico y retroperitoneal (tejido
adiposo visceral), mas relacionado con desordenes metabdlicos.

En efecto, se ha hallado que las personas con obesidad visceral y deterioro de la
relacibn masa grasa/masa magra (>1,5) tienen mayor grado de dislipidemia
aterogénica asociada a resistencia a la insulina y mayor riesgo cardiovascular [29].

El tejido adiposo esta constituido en un 60 — 70 % por adipocitos, cuyo tamafo
puede variar desde 20 a 200 micrometros de diametro. El resto, esta representado
por células endoteliales, sanguineas, preadipocitos, fibroblastos y macréfagos,
todos ellos de gran importancia en lo que respecta a la complejidad de su
comportamiento [30], ya que son los mayores responsables de la secrecion de
adipocinas, como la leptina y la adiponectina, y citocinas inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina-6.

La leptina es una hormona peptidica con acciones a nivel hipotaldmico, donde
disminuye el apetito y aumenta el gasto energético, regulando de esa manera el
peso corporal. Sumado a esto, ha mostrado estar implicada en otras acciones de
la funcién endocrina, reproduccion e inmunidad.

En obesos, sin embargo, contrario a lo que pudiera pensarse, su concentracion
suele estar incrementada debido a la presencia de resistencia, por lo que sus
efectos resultan disminuidos debido a la inadecuada accion de la misma [31].

La adiponectina, por su parte ejerce sus efectos mediante la reduccién de
inflamacion y el mejoramiento del metabolismo de lipidos y la sensibilidad a
insulina.

Esta hormona esta reducida en obesos, sin embargo el mecanismo de este efecto
no estd bien establecido y parece incluso estar relacionado con cambios en la
concentracion de leptina. De hecho, se ha sugerido que mas alla de las
concentraciones individuales, es importante considerar la relacion
leptina/adiponectina como mejor marcador de insulinoresistencia [32].

Interesantes resultados provenientes de un estudio multiétnico de aterosclerosis,
con 6415 participantes, mostr6 que el volumen de grasa visceral pericardica
asocié positivamente con marcadores de inflamacion como IL-6 y con mayor
riesgo cardiovascular [33].

La relacion entre el aumento de tejido adiposo y el desarrollo de hipertension,
estados inflamatorios, insulinorresistencia y diabetes, asi como su extensa
participacion como 6rgano endocrino, muestran que la obesidad mas alla de ser
un aumento en los depdsitos grasos, es un complejo proceso que toma lugar
dentro del tejido y en el cual participan el aumento en nimero y tamafo de los
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adipocitos, con incremento en la liberacion de acidos grasos, infiltracion por
macrofagos, y desarrollo de estrés oxidativo, inflamacion e hipoxia [34].

A medida que el tejido adiposo aumenta, es mayor la expresion de mediadores de
inflamacion y factores quimiotacticos como la proteina quimioatrayente de
macrofagos (MCP-1), y menor la produccion de adiponectina.

Estos factores y la incapacidad del tejido adiposo para captar mas acidos grasos
libres, contribuyen de manera importante a aumentar el pool circulante,
favoreciendo el desarrollo de insulinorresistencia, diabetes tipo 2 y demas
enfermedades asociadas con la obesidad, al tiempo que favorecen la llegada y
posterior ingreso de células circulantes como monocitos y linfocitos, entre otros
[35].

En el tejido adiposo en condiciones de obesidad, el adipocito incrementa su
tamafio (se hipertrofia) y aumenta la produccién de factores quimioatrayentes
como MCP-1 y MIF, lo que favorece la infiltracion de células inmunolégicas
circulantes.

El proceso resulta en una activacion especialmente de células monociticas, las
cuales se diferencian a macrofagos del tipo M1 de caracter mas inflamatorio (en
lugar del fenotipo M2 menos inflamatorio), lo que se muestra en la figura 1,
contribuyendo a generar en el tejido el aumento en la expresion de citocinas y
leptina, la disminucion de adiponectina y el incremento en la liberacién de acidos
grasos libres a circulacién, lo que contribuye al desarrollo de insulinorresistencia y
se constituyen en la base de los procesos que explican el estado inflamatorio en
estas condiciones [36,37].

Aun cuando el estado inflamatorio se relaciona con el estado crénico de aumento
de masa grasa, la evidencia actual esta mostrando que en momentos especificos
relacionados con la ingesta alimentaria, surgen estados transitorios postprandiales
inflamatorios.

Estos momentos postprandiales, caracterizados por el incremento de las
concentraciones de lipoproteinas ricas en triacilglicéridos, se constituyen en un
reto metabdlico cuyo manejo estaria relacionado con el estado metabdlico y
podrian contribuir con la patologia cardiovascular.
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Figura 1. Modificaciones del tejido adiposo relacionadas con la presencia de

obesidad.
Tomada de Dalmas et al, 2011 [37].

1.2.2 El estado inflamatorio postprandial

Sumado a los cambios en concentraciones de moléculas y macromoléculas
derivadas de la ingesta de alimentos, el estado postprandial ha mostrado estar
acompafado de un proceso de indole inflamatoria lo cual ha sido relacionado con
riesgo cardiovascular.

Las caracteristicas de este periodo se relacionan con la cantidad y, mas
especificamente, con el contenido del alimento ingerido, razén por la cual todo
parece indicar que la alimentacion, tanto en su aspecto cuantitativo como
cualitativo, es una fuerte protagonista de este proceso.

De acuerdo con lo anterior, y tomando en consideracion el hecho de que el ser
humano pasa la mayor parte del tiempo en estado postprandial, esta triada:
alimento, etapa postprandial y riesgo cardiovascular se constituye en pilar
obligado del estudio del desarrollo de enfermedad cardiovascular durante estos
periodos inflamatorios que, en conjunto, se han dado en llamar lipotoxicidad
dietaria [38].
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Las caracteristicas de la etapa inflamatoria postprandial estan relacionadas con la
composicion de la dieta y, de manera notoria, con la cantidad y tipo de acidos
grasos contenidos en ella.

Se ha propuesto que la inflamacion seria una consecuencia del incremento en los
niveles de endotoxinas tipo LPS [39] provenientes en su mayor parte de intestino,
ingreso que se veria favorecido por la presencia de desérdenes metabdlicos
subyacentes tales como la obesidad y el sindrome metabdlico [40], que incidirian
en el metabolismo lipidico y los niveles de &cidos grasos libres, en ayunas y
postprandiales, de manera diferente dependiendo también del tipo de acido graso
consumido [8-10].

Un elemento clave para desencadenar el proceso inflamatorio se relaciona con un
grupo de vias de sefializacion intracelular que llevan a la activacion del factor
nuclear kappa beta (NF-kb), las quinasas JunN terminal (JNK) y los inflamosomas.
De éstos, el NF-kb ha sido reconocido como un actor clave en el desarrollo
inflamatorio que acompafia las enfermedades asociadas con la presencia de
obesidad y relacionado con el desarrollo de resistencia a insulina.

La evolucion del ser humano implico la necesidad de favorecer los depdsitos de
moléculas susceptibles de producir energia a efectos de poder enfrentar los
tiempos de dificultades en su consecucion.

Asi, tejidos como el adiposo, el muscular y el hepético, entre otros, ganaron la
posibilidad de albergar glucosa o lipidos para poder utilizarlos en épocas de
privacion. La insulina es una hormona clave en este proceso, favoreciendo la
formacién de glucdgeno y la lipogénesis en épocas de abundancia.

Los efectos de la insulina se producen como consecuencia de la accién de esta
hormona sobre su receptor, el cual se dimeriza y autofosforila. La porcién
citosolica fosforilada del receptor esta relacionado con un tipo de proteinas
denominadas sustrato del receptor de insulina (IRS). Se conocen dos tipos de
IRS, denominados IRS-1 e IRS-2, siendo el IRS-1 el responsable mas reconocido
relacionado con el metabolismo de la glucosa [41].

La presencia de estados inflamatorios altera la correcta fosforlacién de IRS-1 en
residuos de tirosina, produciendo la fosforilacion de residuos de serina y afectando
la adecuada sefalizacién [36] y favoreciendo el desarrollo de insulinorresistencia.
A pesar de la forma negativa con la que siempre se ha mirado a la resistencia a
insulina, es probable que la misma resulte de una adaptacion a las ingestas
excesivas de tal manera que evite el ingreso de nutrientes a la célula en tal exceso
gque disparen sus procesos de apoptosis.
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Sumado a lo anterior, cuando la ingesta cal6rica supera el gasto de manera
constante, los tejidos pueden resultar insuficientes para manejar estos estados de
exceso Yy sobrevienen procesos de stress metabdlico, inflamacion e
insulinorresistencia, a través de mdultiples vias entre ellas las relacionadas con la
activacion del factor nuclear kappa beta (NF-kb), con lo que se dispara la
produccion de citocinas las cuales orientan la activaciéon de células inmunes y la
fosforilacion en serina del sustrato de receptor de insulina favoreciendo la
resistencia a la hormona [42].

NF-kb es un complejo proteico involucrado en multiples procesos. Su expresion
se controla por medio del bloqueo producido a través de su inhibidor (Ikb), y esta
regulacion obedece a un complejo entramado de diferentes sefiales que inclusive
podrian diferir entre tejidos.

Por su parte el control del Ikb, se produce a través de la activacién de un complejo
de kinasas denominado IKK conformado por tres unidades cataliticas, IKKalfa,
IKKbeta y una subunidad regulatoria conocida como IKKgamma o NEMO. La
fosforilacion de lkb por IKK, promueve su degradacion, lo cual libera al NFkb y
permite su traslocacion al nucleo y el ejercicio de sus funciones, tal como se
muestra en la figura 2 [43].

Una vez activo, el NF-kb regula una enorme cantidad de procesos, con complejos
circuitos de feedbacks que comprometen una gran cantidad de elementos
celulares regulatorios como citocinas, factores de crecimiento, moléculas de
adhesion, sefializacion intracelular y factores de transcripcion incluyendo miRNAs,
por lo que se constituye en un elemento de gran relevancia al interior de las
células en procesos cronicos como la aterosclerosis o el cancer [44].

Entre los disparadores de la actividad del NF-kb, se hallan una serie de ligandos
gue actuan sobre un tipo de receptor de membrana denominado receptor tipo Toll
0 TLR, especialmente de tipo 4.

Estos receptores se expresan en la membrana de las células del sistema inmune
innato, entre ellas los monocitos/macrofagos y células dendriticas y se denominan
receptores de reconocimiento de patrones moleculares, tanto asociados a agentes
patégenos (PAMP) como a dafio (DAMP), lo que les permite iniciar con rapidez
una respuesta frente a procesos infecciosos o de dafo tisular, activando la
respuesta inflamatoria y/o la reparacion del tejido [45].

28



LPS TNF«
TLR4 TNFR1 |

Cytosol

Nucleus

Figura 2. Cascada de activacion del factor nuclear kappa beta.
Tomado de: Baker, 2011 [43].

Entre los PAMP reconocidos por este receptor se encuentran un grupo de
macromoléculas provenientes de la pared celular de las bacterias Gram
Negativas, denominadas en conjunto lipopolisacaridos (LPS). La entrada a
circulacion de LPS proveniente de las bacterias que conforman la microbiota
bacteriana se ha relacionado con la ingesta de alimentos ricos en grasas y sera
desarrollado posteriormente.

La molécula de LPS esta constituida por un glucolipido, denominado lipido A y un

core heteropolisacérido, que se unen a través del azucar acido 2-keto-3
deoxioctanato (Kdo).
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El lipido A es el mayor responsable de la bioactividad de la endotoxina y esta
formado por un disacéarido (glucosamina) unido a acidos grasos generalmente
caproico, laurico, miristico, palmitico y estearico, los cuales se insertan en la
membrana externa de las bacterias. EIl core heteropolisacarido posee una parte
externa formada por hexosas y una interna constituida por heptosas (Fig. 3). Los
LPS viajan unidos a proteinas denominadas LBP, las cuales a su turno los
transfieren a CD-14, el cual puede estar unido a la superficie de las células o libre
en circulacion. Finalmente, CD-14 presenta los LPS al complejo receptor formado
por TLR4/MD2.

Repeating
oligosaccharide

unit ‘ .
— O-antigen

Outer core —

— Core sugars

Inner core

— Lipid A

Figura 3. Estructura molecular de un lipopolisacarido.
Tomado de: Maeshima et al, 2013.

Los TLR4 son miembros de una familia de aproximadamente 10 miembros
conocidos en humanos, los cuales tienen la capacidad de responder a diferentes
PAMPs. Cuando el complejo TLR-4/MD2 une LPS se forma un heterodimero
capaz de reclutar proteinas adaptadoras y desencadenar las sefales activando la
via dependiente de MyD-88, a través del reclutamiento de este factor y el TIRAP,
via que culmina en la activacion del factor de transcripcion NF-kb y la produccion
de citocinas proinflamatorias como TNF alfa e IL-6.
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Aunque TLR-4 puede activar una segunda via mediante la union de dos

adaptadores diferentes, denominados TRAM y TRIF,

lo que generaria la

transcripcion del factor IRF3 y la produccion de interferones de tipo |, esta via no

siempre es activada por LPS (Fig.4).
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Figura 4. Cascada de activacion de TLR4 mediada por LPS.

Tomado de: Maeshima et al, 2013 [46].

Se sabe que ratones deficientes en TLR4 tienen mayor susceptibilidad de
desarrollar infecciones ante bacterias Gram negativas, mientras que la excesiva

activacion de NFkb los puede llevar a shock séptico.

En resumen, la habilidad de TLR4 para reconocer LPS es importante para la
defensa del organismo, pero si no es controlada puede llevar a excesivas e

indeseables respuestas inflamatorias [46].

A pesar de que la inflamacion es beneficiosa como respuesta inmune a lesiones o
infecciones, si resulta excesiva o0 inapropiada puede afectar negativamente la
salud y contribuir al desarrollo de enfermedades agudas y cronicas.
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La inflamacion cronica resulta de la continuacién de los mecanismos disparados
durante la fase aguda que han fallado en su intento de eliminar la noxa que los
origind, es decir, de la falla en el proceso de resolucion de la inflamacion.

El efecto beneficioso adjudicado a los acidos grasos omega-3 en lo que respecta a
su capacidad para contener y ayudar a resolver el proceso inflamatorio, estaria
mediado por la produccion de un variado espectro de sustancias denominadas
resolvinas y protectinas, las cuales inhiben la actividad del factor NF-KB y con ello
la activacion de las cascadas de citocinas.

En algunas patologias, como en la enfermedad de Alzheimer, la resolucion de la
inflamacion parece relacionarse con niveles elevados y mayor sintesis de lipoxina
A, un derivado de acidos grasos. Sumado a lo anterior, en personas con
periodontitis agresiva se vio aumento local de sintesis de leucotrieno B, con
actividad inflamatoria y significativa disminucién de 15-HETE, 12-HETE, 14-HDHA
y lipoxin A. Por su parte, eosindfilos provenientes de pacientes con asma también
han mostrado disminucion en la sintesis de una molécula denominada protectina
D1, la cual se produce a partir del PUFA DHA.

Lo anterior soporta la propuesta de administrar 4cidos grasos de la serie w-3 para
prevenir y tratar las enfermedades inflamatorias, lo que ha probado ser eficaz en
modelos animales y humanos de retinopatia, periodontitis, cancer de colon,
higado graso no alcohélico entre otros [47].

Estos compuestos, derivados fundamentalmente de los acidos grasos EPA y DHA,
se generan durante la etapa de resolucién de la inflamacién, actuando localmente
en el sitio de la lesion. Entre sus acciones se destaca que disminuyen la
infiltracidn leucocitaria e inhiben la expresion de genes de moléculas inflamatorias
reguladas por el factor Nk-B [48].

Sin embargo, entender en toda su extensién el proceso de resoluciéon de la
inflamacion aun dista de ser una realidad. Se conoce que involucra el trafico de
leucocitos, su proceso de eliminacion (eferocitosis) y la regulacion de la expresién
de los mediadores de inflamacion, incluyendo citocinas y activadores de
coagulacion.

Lo anterior permite evidenciar que es muy poco probable que se pueda hallar una
Unica intervencion terapéutica que sea efectiva para todos los procesos
inflamatorios, especialmente considerando su caracter heterogéneo, sin embargo
los esfuerzos dirigidos a entender su complejidad son un imperativo de esta época
[49].
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Lo anterior ha motivado el estudio de intervenciones dietarias con acidos grasos
de cadena larga poliinsaturados de las series w 3y 6, los cuales podrian servir de
sustrato para aumentar la sintesis de mediadores de resolucion.

Sin embargo, muchos son los cuestionamientos y escasas las respuestas sobre
este tema. No es posible establecer aun si dietas individualizadas podrian ser una
posible solucién, tal vez con el apoyo de nuevas herramientas como los perfiles
protedmicos 0 mejor aun metabolomicos, pudiera optimizarse la produccion de
metabolitos encargados de resolver la inflamacion actuando como agonistas o
antagonistas especificos de vias inflamatorias.

El futuro inmediato debera brindar evidencias que permitan dilucidar estos
cuestionamientos y los productos derivados de PUFA emergen como una posible
alternativa para regular las vias fisiolégicas en condiciones de inflamacion no
resuelta, como las que se presentan en los estados metabdlicos relacionados con
sobrepeso y obesidad, y su participacion en el desarrollo de enfermedad vascular
[50].

1.2.3 Laresistencia alainsulina

La resistencia a la insulina es un estado previo al desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 cuya presencia se asocia a aumento del riesgo y de la mortalidad por
enfermedad cardiovascular.

El enlace entre factores medioambientales como la dieta y el estilo de vida indican
gue la progresion a diabetes debe ocurrir a través de un continuo de tiempo, no
necesariamente lineal, que involucraria multiples conexiones relacionadas con
inflamacion, vias metabdlicas glucidas vy lipidicas, y procesos celulares incluyendo
disfuncién mitocondrial, cambios epigenéticos y estrés del reticulo endoplasmico
[51].

Una de las posibles vias de desarrollo de resistencia a insulina tiene relacién con
la secrecibn aumentada de factores quimioatrayentes provenientes de los
adipocitos, los cuales inducen infiltracion de macréfagos al interior del tejido
adiposo. Entre estos factores se hallan el MCP-1, y citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa y la interleucina-6. A su turno, los macréfagos infiltrados
también contribuyen con la liberacion de TNF-alfa e IL-6.

El TNF-a se encarga de activar vias de sefializacion intracelulares que favorecen

la fosforilacién del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) en su residuo de
serina, en lugar de la fosforilacion normal en tirosina.
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Este proceso anémalo de fosforilacion produce resistencia a insulina en musculo,
higado y otros tejidos ya que impide la activacion de la fosfoinositil 3 kinasa, la
cual es la encargada de activar la protein kinasa Akt2 que tiene como funcion
catalizar la translocacion hacia membrana de los transportadores de tipo GLUT-4
para permitir el acceso de la glucosa a estos tejidos.

Sumado a lo anterior Akt2 no puede entonces ejercer su accion inhibitoria sobre la
FoxO1 (Forkhead box protein Ol1), que es la encargada de incrementar la
produccioén de glucosa por gluconeogénesis.

Ambos efectos terminan aumentando los niveles de glucosa circulante, ya que
evitan su ingreso a las células al tiempo que aumentan su produccion (Fig. 5).
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A su vez, los aumentos de TNF-a e IL-6 activan el factor nuclear de transcripcion
NF-kb y el activador de proteina 1 (AP-1), los cuales incrementan la produccion de
citocinas inflamatorias como TNF-alfa e IL-6).

NF-kb es responsable también de incrementar la expresion de factores de
reclutamiento monocitario, moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1, entre
otras), y contribuir al estado inflamatorio del tejido adiposo, promoviendo estrés
oxidativo y activando factores procoagulantes.

Mas alla de las acciones paracrinas, es decir en el sitio de su produccion, estas
citocinas alcanzan circulacion y afectan otros tejidos distantes en acciones de tipo
endocrina, induciendo insulinoresistencia.

Sumado a lo anterior, el tejido adiposo en esas condiciones disminuye la
produccién de adiponectina. Bajos niveles de esta hormona se han asociado con
aumento de factores proinflamatorios, disminucién de antiinflamatorios e IR.

Un segundo mecanismo involucrado en el desarrollo de insulinoresistencia lo
constituye el aumento de acidos grasos libres a consecuencia de la lipdlisis de
triacilglicéridos y al incremento de los depdsitos grasos en estados de obesidad.
Los &cidos grasos libres han mostrado afectar la sefalizacién de insulina en
tejidos como musculo y otros, favoreciendo la fosforilacion en serina.

Los &cidos grasos saturados contribuyen a la IR, de manera indirecta,
favoreciendo la liberacion hepética de Fetuina A, la cual se une y activa receptores
tipo Toll (TLR-4), lo que induce también la fosforilacién en serina, con los efectos
antes mencionados. Se conoce que ratones sin receptores TRL no desarrollan IR
ni inflamacion cuando se los expone a acidos grasos saturados, lo que soporta
esta explicacion [26].

La activacion de NF-kb y el aumento de VCAM-1 favorecen el ingreso de mas
monocitos al interior de la pared vascular, donde se convierten en macrofagos,
fagocitan lipoproteinas y dan lugar a la formacion de células espumosas y al inicio
de la estria grasa, primera evidencia del desarrollo de la placa de ateroma.

En tercer lugar, los acidos grasos saturados se pueden convertir en diacilgliceroles
y ceramidas, compuestos que han mostrado estimular la proteinakinasa C y dirigir
la fosforilacién de IRS-1 en serina, causando IR por disminucion de la actividad de
Akt.

Un cuarto posible mecanismo de desarrollo de IR lo constituye el hecho de que los

acidos grasos libres provenientes del tejido adiposo, pueden activar unas
multiproteinas denominadas inflamosomas, por interaccion con receptores de
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reconocimiento de patrones (NRLS), cuya activacion producen un clivaje mediado
por caspasas de multiples citocinas proinflamatorias [52].

Un quinto mecanismo de desarrollo de IR parece estar a cargo de las células
reclutadas al interior de los tejidos y la prolongacién de su permanencia en ellos.
Estas células participan tanto en el inicio de los procesos de inflamacién como en
su resolucion.

En la primera fase, la liberacibn de compuestos proinflamatorios, asi como el
aumento en la expresion de moléculas de adhesidon son responsables de mayor
infiltracion y mayor entorno pro inflamatorio. Su permanencia en los tejidos parece
ser promovida por la presencia de elevados acidos grasos libres, lo que impide
gue sean removidos en los tiempos normales y, con ello, se imposibilita la fase de
resolucién, perpetuando su accion inflamatoria 'y su contribucion a la IR [26].

La edad en si misma se ha asociado con aumento de niveles de IL-6, lo cual a su
vez se correlaciona positivamente con IR. El mecanismo es complicado y verséatil
ya que no solo previene el metabolismo no oxidativo de la glucosa sino que
suprime la lipoprotein lipasa y con ello aumenta los niveles de triacilglicéridos
circulantes [53].

Por su parte, células directamente relacionadas con inflamaciéon como adipocitos y
macréfagos, muestran un aumento importante en la expresibn de moléculas
relacionadas con su capacidad de reclutamiento celular e incremento de la
respuesta inflamatoria.

Entre ellas, la proteina quimioatrayente de macréfagos (MCP-1) se ha visto
aumentada en obesidad especialmente en areas de grasa visceral, por lo cual se
ha pensado que puede contribuir a la patogénesis de la IR ya que ratones sin el
receptor correspondiente muestran menor depdsito de grasa hepatica y mejoran
su sensibilidad a insulina [54].

1.2.4 La participacion de las células mononucleares

La enfermedad cardiovascular involucra la formacion de placas en vasos
arteriales, proceso disparado principalmente por el ingreso y acumulacién de
particulas lipoproteicas modificadas por oxidacion, glicosilacion u otros procesos
enzimaticos y no enzimaticos. Las lipoproteinas asi modificadas son aterogénicas
y desencadenan procesos proinflamatorios de caracter inmunologico.

Al interior de la intima arterial macrofagos provenientes de monocitos circulantes,
asi como de células endoteliales pluripotenciales, participan activamente en la
ingestion de lipoproteinas, las cuales se acumulan en su interior, dando origen a
las células espumosas. En este estado, pierden su capacidad de migrar, razén
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por la cual se convierten en focos de liberacion de citocinas y quemocinas,
favoreciendo la formacion y posteriores complicaciones de la placa aterosclerotica.

En circulacion, los monocitos también han mostrado expresar diferentes
marcadores dependiendo del estado metabdlico del individuo. EIl proceso sin
embargo, comienza con la secrecidon de citocinas, quimiocinas y con la expresion
de moléculas de adhesion que promueven la interaccion entre leucocitos y el
endotelio, y guian la migracién de los leucocitos.

Entre las citocinas proinflamatorias se encuentra el factor de necrosis tumoral
(TNF-alfa) y la interleucinas, asi como quimiocinas del tipo CCL-2 (Chemokina C-
C motif ligand-2) las cuales se liberan desde el tejido injuriado activando al
endotelio en la expresion de moléculas de adherencia intercelular como la ICAM-1
y vascular (VCAM-1).

Como se expresaba anteriormente, mientras que la inflamacion aguda es
beneficiosa como parte del mecanismo de resolucion del evento, su exceso o
descontrol promueve la injuria. Formas solubles de VCAM-1 e ICAM-1 pueden
causar activacion en leucocitos y la quimiotaxis resultante contribuye al dafio en
los tejidos.

En presencia de factores que predisponen al desarrollo de enfermedad
cardiovascular, los monocitos/macrofagos y el tejido adiposo contribuyen a
aumentar el estado inflamatorio, mientras que factores circulantes como la
resistina y el CD 14, se ha visto que modifican sus caracteristicas y podrian
incluso participar en su direccionamiento hacia diferentes destinos [55].

Para la primera parte del proceso, es indispensable la presencia de las selectinas
y molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) y de ICAM-1 en la superficie
apical de los leucocitos a efectos de coadyuvar en las fases de rodamiento y
adhesion, respectivamente.

Sin embargo, la sola activacion leucocitaria no explica suficientemente de qué
manera esos leucocitos logran el ingreso a través de las células endoteliales ni
aclara el mecanismo implicado ni la participacion del endotelio como agente
permisivo para tal paso (Figura 6).
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Figura 6. Inicio del proceso de formacion de la estria grasa.
Tomado de Leiva et al, 2015 [56].

Intima

El ingreso de las células al interior de la pared vascular recibe el nombre de
migracion endotelial. Este pasaje puede llevarse a cabo por dos vias, la
paracelular, en la cual la célula circulante atraviesa los sitios de unién entre dos
células endoteliales y la transcelular o transendotelial que se lleva a cabo a través
del cuerpo de alguna de las células endoteliales.

Aunque ambos sitios son utilizados, todo indica que uno u otro podria tomar lugar
en sitios anatomicos diferentes y bajo diferentes condiciones, con mecanismos
similares para diferentes tipos de leucocitos, sean polimorfonucleares o
mononucleares.

El inicio de la migracion transendotelial requiere la interaccion de las moléculas de
PECAM del leucocito y del endotelio, lo que produce aumento del calcio citosoélico
y promueve el reclutamiento de las membranas que conformaran el
compartimiento de borde lateral reciclable, que es el responsable de permitir el
paso leucocitario, a través de un conjunto regulado de acciones que involucran
elementos del citoesqueleto como la polimerizacion de actina y la deformacion
local de estas estructuras para favorecer la transmigracion [57, 58].

El estudio de las poblaciones de macréfagos en los sitios de lesion, se ha
dificultado especialmente por la falta de modelos animales que reflejen
exactamente lo que sucede en el humano, sin embargo se conocen dos vias
principales de diferenciacion de macroéfagos: la M1, también llamada clasica, se
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origina en respuesta a sefializaciones via receptores tipo Toll (TLR) e interferon
gamma, y se induce por la presencia de complejos moleculares asociados a
patdgenos (PAMPS), lipopolisacéaridos y lipoproteinas.

El macréfago M1 secreta factores proinflamatorios como factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa), interleucinas y chemocinas. Son responsables de la
produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno las cuales contribuyen
en la respuesta inflamatoria. Por otra parte, el macrofago M2 es inducido en
respuesta a citocinas del tipo Th2 y posee propiedades antiinflamatorias, por lo
gue se lo considera responsable de regular y dirigir la respuesta inflamatoria hacia
su resolucion y la remodelacion del tejido dafiado [59,60].
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Figura 7. Etapas de comienzo, desarrollo y resolucion del estado inflamatorio.
Adaptado de Halade, 2013.
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Aungue ambos fueron hallados en placas ateromatosas, el M1 ocupoé los sitios
mas inflamatorios de la lesion, mientras el M2 se ubicO en zonas de reparacion y
remodelacion tisular [61].
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En un estudio llevado a cabo por Daniele y cols en 2014, se evalu6 el estado
inflamatorio de bajo grado presente en personas con distintos grados de obesidad
e IR, mediante un indice calculado a partir de los niveles de citocinas (TNF-a, IL-6,
sMCP-1, osteopontina, fractalkina y adiponectina).

Sus resultados mostraron que el indice fue mayor en personas con diabetes al
compararlos con personas que tuvieron tolerancia normal a la glucosa medida por
clamp euglucémico (10,0 + 1,1 vs. 4,8 + 0,8; p=0,001), y evidenciaron correlacion
directa con niveles de glucosa en ayunas y post prandiales y con hemoglobina
glucosilada Alc (r = 0,469; p=0,007), e inversa con la sensibilidad a insulina [62].

Sorprendentemente, en este estudio no se observo correlacion del estado
inflamatorio con IMC ni con masa grasa corporal (14), lo que contrasta con otros
resultados que muestran que la obesidad abdominal se asocia con inflamacion de
bajo grado, lo cual promueve el desarrollo de IR y desérdenes metabdlicos (63).

La activacion leucocitaria, se ha mostrado relacionada con la presencia de
distintos grados de sensibilidad a insulina e hiperglucemia, tal como demuestra un
estudio de activacion leucocitaria por citometria de flujo en personas sometidas a
una carga de 75 g de glucosa.

En este estudio, la expresion de CD66b en neutréfilos en ayunas correlacioné con
el &rea bajo la curva de glucosa y hemoglobina glucosilada Alc, mientras que los
niveles de expresion de CD11b en monocitos fue un 26% mayor en diabéticos, y
correlacioné positivamente con AUC de glucosa y hemoglobina glucosilada Alc
(rho 0.322; p = 0.022) HbA1c (rho 0.319; p=0.023).

Estos resultados lograron evidenciar que la sensibilidad a insulina esta
relacionada con activaciéon leucocitaria y, mas aun, la correlacién hallada entre
respuesta postprandial y la activacion leucocitaria indican la existencia de un
efecto agudo de la glucosa, mientras que la relacibn con los niveles de
hemoglobina glucosilada Alc permiten mostrar también la responsabilidad de la
hiperglucemia crénica en la activacion leucocitaria [62].

Desde hace mas de una década se ha resaltado la utilidad del estudio de los
perfiles de expresion genética en células circulantes, especialmente por la relativa
facilidad de su obtencién, lo que evitaria procedimientos invasivos Yy limitados por
razones bioéticas, y las evidencias que muestran que reflejan de manera
importante los cambios asociados con distintos estados metabdlicos, aun cuando
su aplicabilidad clinica es limitada [64].

Estudios que incluyeron infusion aguda de lipidos y glucosa en personas
saludables, obesas y con diabetes mellitus mostré que la respuesta a la
intervencion resulto diferente. Este estudio incluyé la medicion de citocinas y
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quimiocinas circulantes (MCP-1, IL 1 y 8, entre otras), asi como expresion del
receptor de CCL-2 (denominado CCR2) y NFkb, por reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR), y distintos marcadores por citometria de flujo
en células mononucleares circulantes.

Sus resultados mostraron que la glucosa sola produjo menos efecto al compararla
con lipidos solo o en conjunto, lo que sugiere que los lipidos podrian contribuir
mas a las modificaciones agudas, mientras que la glucosa podria ser mas activa
en su efecto a largo plazo.

Los efectos fueron diferentes, dependiendo del estado metabdlico del individuo.
En lo que respecta a la expresion de NF-kb y CCR-2, no se observé diferencia
significativa en respuesta a las intervenciones de glucosa y lipidos, individual o
conjunta, aunque fue notoria la diferencia entre individuos en condiciones basales,
especialmente en el grupo con diabetes, lo que podria indicar que dicha expresion
estaria reflejando estados inflamatorios previos mientras que los cambios de
estados agudos necesitarian un tiempo de observacion méas prolongado [65].

Otro estudio, en hombres con distintos estados metabolicos mostré que la
expresion de los genes de IL-6, IL- 1b y TNF-alfa fue mayor en los pacientes con
diabetes, independiente de la obesidad, y en los de peso normal, lo que resulta
coherente con el aumento de marcadores de estrés oxidativo y estados de
apoptosis de células beta pancreética en estados de IR y diabetes [66].

Lo expuesto permite concluir que las respuestas postprandiales parecen estar
sujetas al estado metabdlico del individuo, pero dependen del contenido de la
ingesta, lo que abre un prometedor campo de intervencion tendiente a mejorar el
impacto cardiovascular de la alimentacion mediante la mejora en la calidad y
cantidad de los alimentos que se consumen.

1.3 INTERVENCIONES NUTRICIONALES

Buena parte de la responsabilidad del desarrollo de los estados metabdlicos
ligados a los componentes del sindrome metabdlico (obesidad, dislipidemia,
resistencia a insulina e hipertensién) se ha relacionado con los cambios en estilos
de vida que producen desbalance entre ingesta caldrica y gasto, con un aumento
en alimentos hipercaléricos y sedentarismo.

El consumo de alimentos ricos en grasas inicia un complejo proceso gue involucra

instancias inflamatorias, activacion leucocitaria, resistencia a insulina, disfuncion
endotelial y desarrollo de enfermedad cardiovascular (Figura 8).
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Figura 8. Relaciones implicadas en la via inflamatoria provocada por la ingestion

de una comida rica en grasas.
Modificado a partir de Teeman et al, 2016 [67].

Es un hecho conocido que las ingestas han variado considerablemente con el
paso del tiempo, tanto en cantidad como en calidad.

El aumento en el consumo de azucares refinados, derivados de una mayor ingesta
de bebidas azucaradas y dulces de diferentes tipos, se ha visto acompafada de
un aumento del consumo de acidos grasos que paso6 de 93 g/dia en 1961 a 128
g/dia en 1990 en poblacion europea, con un cambio sustancial también en la
composicion.

Estos cambios incluyeron el aumento de su contenido de acidos grasos saturados
y una sensible disminucion de la ingesta de n-3 PUFA respecto a n-6, lo que se
aleja considerablemente de las caracteristicas de la nutricion de nuestros
ancestros y se ha reflejado en el aumento de las prevalencias de obesidad y sus
trastornos asociados como el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo 2 y la
enfermedad cardio y cerebro vascular [68].
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Un metanalisis llevado a cabo por Manheimer et al, que incluyé intervenciones en
las cuales compararon dietas actuales con dietas de perfil paleolitico en sujetos
con uno o mas componentes del sindrome metabdlico, permitié evidenciar las
ventajas derivadas de restringir el consumo de azucares refinadas y los productos
con elevado indice glucémico, asi como de disminuir la relacién entre los acidos
grasos w-6/w-3, soportando las recomendaciones para el uso de estrategias
nutricionales derivados de estos hallazgos [69].

Entre los hallazgos importantes esté el hecho de que los efectos relacionados con
el metabolismo de las grasas no solo dependen de la cantidad sino también del
tipo de acido graso involucrado, es decir, de la longitud de la cadena carbonada y
de su estado de saturacion [70].

Los acidos grasos de cadena larga (18-20 carbonos o0 mas) pueden clasificarse de
acuerdo con la presencia y posicion de dobles enlaces. Cuando no tienen dobles
enlaces se denominan saturados (AGS) e insaturados en caso contrario. Estos
ultimos pueden dividirse en monoinsaturados (MUFA) cuando solo tienen un doble
enlace o poliinsaturados (PUFA) cuando presenten dos o mas (Fig.9).

Por su parte, dependiendo de la posicion de la instauracion se los divide en series,
con una nomenclatura que incluye el niumero del carbono contado a partir del
metilo terminal que lleva el primer doble enlace, precedido por la letra w. Asi, se
tienen los AG w-9 entre los que se encuentra el acido oleico presente en grasas
vegetales y animales, los w-6 como el acido linoleico presente en los aceites
vegetales, y los de la serie w-3 cuyos representantes mas estudiados han sido el
EPA, el DHA, de origen marino y el a-linolénico (ALA), hallado en algunas
especies vegetales [71].
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Figura 9. Estructura molecular de los acidos grasos.
Tomado de: http://www.fao.org/docrep/V4700S/v4700s00.gif
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Estudios de niveles de &cidos grasos libres en obesos han mostrado que en
ayunas éstos se encuentran en niveles superiores a los hallados en no obesos,
aunque discretamente influenciados por la IR o la presencia de diabetes [10], y
que los efectos en la secrecion postprandial de insulina y la sensibilidad en la
respuesta es diferente dependiendo de las caracteristicas del acido graso ingerido
[72,73].

Como parte de las dietas habituales se obtienen todo tipo de acidos grasos, lo que
hace que su deficiencia sea muy rara y sus metabolitos suelen ser componentes
bioactivos como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas vy
resolvinas entre otros.
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Figura 10. Metabolitos relacionados con las fases de desarrollo y resolucion de la
inflamacion
Tomado de Serhan, 2011 [74].

Dada las evidencias actuales parece altamente deseable incluir alimentos que
aporten acidos grasos insaturados especialmente de la serie 3, en reemplazo de
los &cidos grasos saturados que se han relacionado con enfermedad
cardiovascular [75].
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Sumado a lo anterior, la evidencia ha mostrado que ciertos acidos grasos libres
aumentados en circulacion son marcadores de incremento en los riesgos de
diabetes y ECV. Un estudio multiétnico, llevado a cabo en 5697 participantes
seguidos durante 11,4 afios, mostr6 una relacion significativa entre menor
cantidad de acidos grasos omega 3, en relacion con el total de 4cidos grasos no
esterificados, y la presencia de diabetes tipo 2 [76].

Por su parte, el contenido de ALA en tejido adiposo correlaciona negativamente
con HOMA-IR, con mayor fuerza en sujetos delgados, lo que podria otorgar al
consumo de este acido graso un papel en la prevencion de la resistencia a
insulina, especialmente en ausencia de obesidad [77].

La dieta mediterranea, de reconocido impacto positivo sobre la salud
cardiovascular, posee ademas una elevada relacidbn entre acidos grasos
monoinsaturados y acidos grasos saturados (AGM/AGS), lo cual ha mostrado ser
beneficioso mejorando la distribucion de las lipoproteinas plasmaticas, reduciendo
los niveles de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) vy
aumentando los de lipoproteinas de alta densidad (cHDL), asi como protegiendo
contra la peroxidacién de lipidos y de lipoproteinas dado su contenido en
tocoferoles, tocotrienoles, B-caroteno y diferentes compuestos fendlicos con una
potente accién antioxidante [78].

Estudios con EPA y DHA en diferentes dosis mostré que las dosis elevadas (8
semanas, 3,4 g EPA+DHA/dia) mostré ser efectiva para disminuir los niveles de
TAG, comparado con un grupo que recibié placebo, aunque no se observaron
efectos sobre colesterol total ni HDL, ni sobre los niveles de marcadores
inflamatorios ni la expresion de los mismos en PBMC [79].

La manera como se llevan a cabo los efectos beneficiosos de los acidos grasos
omega-3 parece estar ligado a la produccion de los metabolitos activos antes
mencionados, denominados resolvinas y protectinas, las cuales a su vez parecen
incidir en la expresion de adiponectina y contribuir a la resolucién del cuadro
inflamatorio.

Los estudios a la fecha parecen indicar que estos derivados disminuyen la relacion
de macréfagos M1/M2, con lo cual el perfil es menos inflamatorio, al tiempo que
parecen favorecer la sensibilidad a insulina en tejidos periféricos facilitando la
translocacion de GLUT-4 vy disminuyendo moléculas proinflamatorias,
acumulacion de macrofagos en tejidos y activacion de receptores Toll like, entre
otros, lo que podria ser parte de la explicacion de la relacion inversa entre IR y
ALA encontrada por Heskey y cols [77] en tejido adiposo obtenido de personas
aparentemente saludables.
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Sin embargo, no obstante la evidencia que relaciona el consumo de &cidos grasos
omega 3 provenientes de aceites de pescado (ricos en EPA y DHA) o de especies
vegetales (ricos en ALA), suele mostrar mejores resultados sobre los lipidos que
sobre el desarrollo [80,81] o control de la diabetes mellitus tipo 2 [82].

En efecto, la ingesta de EPA y DHA se ha visto asociada con disminucion de las
cifras de TAG y presencia de menos desenlaces fatales de enfermedad
cardiovascular. En pacientes con hipertriacilgliceridemia, su consumo disminuyo
TAG y no alterd colesterol no HDL, aunque produjo un ligero aumento de LDL-C
[83].

Evidencias provenientes de estudios controlados y aleatorizados han soportado
las recomendaciones de la asociacion americana del corazon (AHA) de incluir el
consumo de grasas provenientes de pescado 2 veces por semana, acompafado
de acidos omega-3 provenientes de plantas, en individuos saludables y un
suplemento en la ingesta de 1g/dia de EPA y DHA en personas con enfermedad
coronaria [84].

Un meta analisis que incluyé intervenciones nutricionales con complementaciones
con omega-3, no logré6 demostrar con suficiente fuerza de evidencia que fueran
efectivas para tratar las hipertriacilgliceridemias [85].

Sin embargo, analizando sistematicamente intervenciones con ALA proveniente
de fuentes vegetales, otros autores concluyeron que la exposicibn a altas
concentraciones de este acido graso se asocia con moderada fuerza a menor
riesgo cardiovascular, y su consumo pudiera ser beneficioso y recomiendan
adelantar méas estudios a fin de fortalecer la evidencia [86].

Bermuadez (2014) probo alimentos disefiados variando cantidad total de grasa y
contenido de acidos grasos de distintos tipo y sus resultados permitieron mostrar
gue los &cidos grasos insaturados como el ALA se relacionaron con mejor control
glucémico al compararlo con acidos grasos saturados como el palmitico (16:0) y
esteérico (18:0) [73].

Las algas contienen compuestos con actividad antiinflamatoria, tales como acidos
grasos omega 3 y clorofilas, por lo que sus extractos han sido probados con la
intencidn de evaluar su efectividad en estados inflamatorios cronicos como los que
acontecen en la enfermedad cardiovascular. Estudios in vitro mostraron que el
pretratamiento con estas algas disminuye la respuesta inflamatoria de
macrofagosTHP-1 ante el estimulo con lipopolisacéaridos y la expresion de 14
genes proinflamatorios, entre los que se cuentan los receptores tipo Toll, y
moléculas de adhesion [87]. Similares resultados fueron obtenidos in vitro en
PBMC [88].
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Por variadas razones, entre ellas la seguridad de su consumo, ha llevado a
adelantar estudios con aceites provenientes de fuentes distintas a las marinas, en
las cuales los perfiles de acidos grasos pudieran suplir esa necesidad [89],
eliminado ademas los riesgos asociados a la contaminacion [90,91].

Los resultados obtenidos, con intervenciones de distinta naturaleza han puesto de
manifiesto que las variaciones metabodlicas e inflamatorias postprandiales,
incluyendo la hiperlipidemia, deben ser consideradas un potencial factor de riesgo
residual, especialmente cuando estan asociadas a otros desOrdenes con la
insulinoresistencia y tomando en consideraciéon que la mayor parte del dia es un
estado postprandial, por lo que la evaluacion de este periodo podria ser mucho
mas util que las tradicionales medidas en ayunas [92].

1.3.1 Importancia del contenido de laingesta en el impacto postprandial

Hace ya mas de 30 afios, Zilversmit [93] sugirio que la lipemia postprandial
jugaba un papel importante en el proceso aterogénico idea que, aunque no fue
muy aceptada en ese momento, se ha visto respaldada por estudios clinicos y
epidemioldgicos asi como con la evidencia acumulada a lo largo de los afios.

Sumado a lo anterior, la progresion de los estados ateroscleréticos se ha visto
relacionada con la disminucién en el aclaramiento de las lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos (LRT), y con los niveles en ayunas y postprandiales de TAG, los
cuales también parecen estar implicados en el aumento de riesgo cardiovascular
prematuro que muestran personas con condiciones metabdlicas como la
obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico [94].

Por su parte, el impacto que se produzca se ha visto relacionado con la cantidad y
contenido consumido. Asi, si la ingesta estuvo constituida por un alimento con
elevado contenido de grasas o carbohidratos, los cambios producidos incluyen el
desarrollo de entornos pro-inflamatorios, caracterizados por el aumento de LRT y
de los niveles de lipopolisacéridos (LPS), los cuales resultan en estimulos que
promueven la acumulacién de lipidos celulares y favorecen el desarrollo de IR,
junto con el aumento de marcadores inflamatorios y la formacion de células
espumosas [95].

En efecto, las LRT postprandiales generan disfuncion endotelial, probablemente a
través de mecanismos que incluyen perturbaciones en el glicocalix que recubre las
células endoteliales, y parecen involucrar la secrecion de citocinas
proinflamatorias relacionadas también con la activacion de receptores tipo Toll
(TLR-4) y el incremento de LPS.
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El estado inflamatorio y la disfuncién, a su vez, favorecerian las interacciones
adhesivas entre endotelio y células leucocitarias circulantes, lo cual a su turno
permitirian mayor tiempo de contacto y posterior extravasacion. El pasaje de
células leucocitarias al interior de la intima arterial parece estar regulada por una
serie de moléculas y receptores que organizan, modulan y dirigen la formacion de
un complejo de borde lateral o el paso directo a través de la célula endotelial los
cuales, en todos los casos, involucran reordenamientos de la estructura celular y
su microesqueleto [57].

La hiperlipemia postprandial y la acumulacion de remanentes de lipoproteinas son
disturbios asociados a la disfuncién endotelial y podrian explicar el desarrollo de
procesos aterogénicos. Estas lipoproteinas, una vez adheridas a la pared
vascular, pueden penetrar y ser fagocitadas por los macrofagos, dando origen a
las células espumosas. Por otra parte, poseen la capacidad para activar
leucocitos, aumentar la expresion de moléculas de adhesion y favorecer su
entrada al espacio subendotelial y la activacién del sistema de complemento y
depodsitos de calcio, contribuyendo de esa forma con el desarrollo del proceso
inflamatorio y el crecimiento de la placa de ateroma [38,96,97].

Estudios en individuos saludables mostré6 que quienes respondieron con mayor
aumento de TAG a una sobrecarga grasa presentaban diferencias fenotipicas y
genotipicas apreciables respecto al grupo que respondid con menores
incrementos. La respuesta mayor se observd en el grupo con menor edad pero
mayor perimetro de cintura y TAG en ayunas, lo que muestra la influencia de los
estados metabdlicos y la carga genética durante esta etapa [98].

Por su parte, analisis lipiddmicos con medidas repetidas también fueron
consistentes en mostrar que ciertos lipidos especificos se mostraban modulados
por el nivel de ejercicio aerdbico, lo que permite evidenciar que las respuestas
postprandiales, especificamente los niveles de TAG y HOMA, estarian bajo la
influencia de factores del ambiente tales como dieta y ejercicio fisico [99].

En adolescentes obesos se constaté que, la exposicion a una dieta rica en grasa
por cinco dias provocé un incremento tanto en los niveles de LPS en ayunas como
en la respuesta a una carga grasa, al tiempo que modificé la respuesta metabélica
y transcripcional en musculo esquelético aunque sin modificacién del indice
HOMA-IR. De acuerdo con estos resultados, podrian existir adaptaciones
biolégicas tempranas a la ingesta de comidas ricas en grasa, diferentes de
acuerdo con la ingesta acostumbrada por el individuo, lo cual favoreceria el
desarrollo de IR [100].

Estudios en mujeres saludables sometidas a dietas con diferentes cantidades de
grasas totales y diferentes relaciones de acidos grasos mostré que una comida
rica en grasas de tipo saturadas se asocid0 con mayor secrecion de insulina y
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elevacion del péptido inhibitorio géastrico, aunque mantuvo iguales niveles de
glucosa [101].

Se sabe que el tejido adiposo en situacion de IR pierde parte de su capacidad
para amortiguar el incremento de TG por lo tanto ello produce un sobre flujo hacia
otros tejidos, como por ejemplo el musculo esquelético. La ingesta de comidas
grasas mixtas, con distintos tipos de &cidos grasos, mostré que la respuesta de
glucosa e insulina (AUC) fue mayor tras la ingesta de AGS al compararlo con
PUFA y que éstos ultimos ademas desfavorecieron el ingreso de acidos grasos a
musculo lo que podria resultar en un evento protector contra el desarrollo de IR en
este tejido.

En cultivos de células musculares, se ha visto que los AGS se acumulan en forma
de diacilglicerol y activan proteina C kinasa con aumento de IR, mientras que los
PUFA se convierten mas rapidamente en TAG. Estos efectos diferenciales,
sumado a acciones especificas sobre factores de trascripcidon y vias intracelulares
podrian explicar sus efectos, aunque se requieren mas estudios [102].

Las evidencias derivadas de estudios con intervenciones postprandiales sugieren
gue la cantidad y calidad de la grasa ingerida se relaciona con modificaciones
hormonales [103], asi como en los indicadores de metabolismo de glucidos vy
lipidos, incluyendo la aecrecién y accion insulinica [104], asi como en la expresion
de genes relacionados con estrés oxidativo e inflamacion [105,106], y los cambios
parecen depender del estado metabdlico del individuo [107].

La importancia local del estudio del impacto de la alimentacion en la etapa
postprandial, surge de considerar que las muestran que en Colombia, y mas
especificamente en Cartagena, los individuos pasan la mayor parte de su vigilia en
condiciones postprandiales y el tipo de comidas de preferencia son los alimentos
ricos en grasas.

Una investigacion en estudiantes universitarios de Cartagena mostré que la mayor
parte de los jovenes consumen siempre sus tres comidas, pero con un inicio de
alimentacion con desayuno tardio (entre 8 y 9 a.m.) [22] similar a los hallado en
otras ciudades del pais, y el 78,8 % de los estudiantes consumen mas de cinco
comidas principales diarias, lo que los mantiene en estado postprandial la mayor
parte del dia, con un bajo consumo de frutas y elevado de comidas hipercaléricas
de alto contenido graso especialmente por la preferencia hacia técnica culinaria de
fritado [108].

Esta caracteristica de permanecer en estado postprandial la mayor parte del dia,
con generacion permanente de LRT, podria otorgar a la etapa postprandial un
posible papel como diana de intervencion para prevenir o corregir el avance de los
procesos cardiovasculares [109] y ha motivado la busqueda de biomarcadores

49



idoneos que permitan identificar cambios agudos producidos tras la ingesta de
alimentos [110].

Este esfuerzo ha permitido sumar a los perfiles tradicionales de biomarcadores,
entre ellos los perfiles lipidicos y de carbohidratos, moléculas relacionadas con
inflamacion tales como citocinas y LPS y enzimas relacionadas con procesos
cronicos como envejecimiento, cancer y enfermedad cardiovascular, entre ellas
una familia de proteinas denominadas sirtuinas [4].

Estas proteinas con actividad enzimatica pertenecen a una familia de deacetilasas
altamente conservadas [111] cuya expresidbn ha sido reconocida como un
importante regulador de las modificaciones posttranslacionales que afectan un
amplio rango de procesos celulares, entre los cuales vale resaltar el
envejecimiento y la respuesta a la inflamacién [112].

A este respecto, se reconoce actualmente que uno de los miembros de la familia,
la SIRT-1, ejerce su efecto a través de un eje conformado por el factor nuclear
kappa beta (NF-kB), el cual habiamos mencionado en los apartes de este
documento relacionados con inflamacion e IR.

En células de piel se ha obervado que SIRT-1 atenula la respuesta inflamatoria
generada por LPS y es responsable de la actividad antiinflamatoria de diversos
compuestos [113].

En ratones, se observd que los aceites de la dieta regulan negativamente SIRT1,
probablemente a través del eje que involucra lipopolisacéaridos y, en consecuencia,
esta enzima podria constituirse en el enlace entre inmunidad y control epigenético
mediado por SIRT1 en la génesis del estrés vascular asociado con la dieta [114]y
ser reguladas por ciertos acidos grasos [115].

De acuerdo con experimentos llevados a cabo en animales que ingirieron distintos
tipos de acidos grasos, la regulacion de SIRT-1 podria estar relacionados con
procesos de inmunidad innata, posiblemente a través de ejes que involucran LPS
y receptores Toll like tipo 4 y controles epigenéticos mediados por esta enzima en
la génesis del estrés vascular asociado a dieta [116].

Estudios en humanos han permitido establecer una disminucion en la expresion
de SIRT-1 en monocitos circulantes extraidos de enfermos coronarios [4] y en
leucocitos circulantes luego de una comida rica en grasa [117,118].

Sin embargo, los estados circulantes inflamatorios que se verifican en la etapa
postprandial y con mayor fuerza en presencia de obesidad, no se producen de
igual manera en tejido adiposo lo que podria corresponder a una respuesta normal
de este tejido, 0 una capacidad disminuida de respuesta o ser el resultado de la
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diferencia en masa del tejido [118], situacion que sugiere que la capacidad de
respuesta al reto alimenticio también seria distinta dependiendo del volumen y
estado metabdlico del sujeto, aunque fuertemente relacionado con el contenido de
Su ingesta.

En tal sentido, se han propuesto alternativas de complementacién con distintos
aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados, los cuales han mostrado ser una
buena opcién tanto en lo que respecta a su menor impacto en variables de tipo
inflamatorias como en lo que respecta a mejores respuestas relacionadas con el
metabolismo de los glucidos y los lipidos, sin el riesgo de acarrear contaminantes
de origen marino.

Entre las propuesta actuales se halla el aceite extraido de las semillas de una
especie oleaginosa con elevado contenido de PUFAs, denominada Plukenetia
volubilis, més conocida como Sacha inchi.

Comparado con aceites y grasas de otros origenes, el aceite de Sacha inchi
muestra ser uno de los de mayor contenido en este tipo de acidos grasos, como
se muestra a continuacion:

100%
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70% —
60% —

50% | mPUFA
40% | mMUFA
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W SFA

20% —

E B
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Manteca Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
Oliva Maiz Soja Chia  Sachainchi

Figura 11. Contenido porcentual de acidos grasos en grasas de distintos
origenes.

Adaptado de: U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service, Nutrition Data
Laboratory. USDA National Nutrient Database for Standard Reference y Gutierrez, 2014 [119, 120]
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1.3.2 Aceite de Sacha inchi. Sacha Inchi (Plukenetia volubilis Linneo):a
wasted ancestral experience? Clinical evidence related to its consumption.
Rev Chil Nutr Vol. 43, N°2, 2016 DOI 10.4067/S0717-75182016000200009

La Plukenetia volubilis es una planta trepadora también conocida como Sacha
Inchi, término que proviene de dos palabras quechuas: ‘sacha’ que significa
silvestre, e ‘inchi’, cuyo término hace referencia al mani.

De su semilla se extrae un aceite rico en proteinas, antioxidantes y acidos grasos
poliinsaturados omegas 3,6 y 9, con elevado potencial agro tecnologico, con
aplicaciones en las industrias alimentarias humanas y animales, asi como
cosmeéticas.

En los dltimos afios se ha evidenciado un notable avance en publicaciones de
resultados de investigaciones sobre el cultivo de las plantas de Sacha Inchi y la
caracterizacion de sus partes y derivados, asi como un desarrollo investigativo en
lo biolégico que ha permitido demostrar en animales y humanos su seguridad y su
efecto hipotrigliceridemiante.

Sin embargo, a pesar de ello, no existen a la fecha datos cientificos que
permitieran evaluar los beneficios del consumo de este aceite en condiciones
similares a las de su uso potencial como complemento alimenticio.

Por ello, se indagaron las caracteristicas de esta planta y sus posibles usos,
producto de lo cual se derivd un articulo de revision temética, publicado en la
Revista Chilena de Nutricion perteneciente a Sociedad Chilena de Nutricion,
Bromatologia y Toxicologia (ISSN: 0716-1549, version On-line ISSN 0717-7518).

Sacha Inchi (plukenetia volubilis linneo): ¢una experiencia ancestral
desaprovechada?: Evidencias clinicas asociadas a su consumo.

Rev Chil Nutr (2016). 43(2):167- 171. DOI 10.4067/S0717-75182016000200009.
Disponible en: http://www.scielo.cl/pdf/rchnut/v43n2/art09.pdf

Alicia Norma Alayon; Isabella Echeverri J.
RESUMEN

Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) es una planta oleaginosa trepadora que crece
en paises como Peru, Bolivia y Colombia. Es una excelente fuente de acidos
grasos insaturados, fundamentalmente alfa linolénico (C18:3) y linoleico (C18:2),
gue representan aproximadamente 82% del contenido total del aceite. Sacha Inchi
ha sido parte de la dieta de indigenas desde la antigiedad y es visto en la
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actualidad como un cultivo prometedor. Por su composicion en acidos grasos
esenciales y su alto contenido en tocoferoles y antioxidantes, la recomendacion de
su consumo en la dieta habitual puede ser una estrategia encaminada a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares en poblaciones de América Latina,
en las que el consumo de aceite de oliva, reconocido por sus propiedades
cardioprotectoras, es bajo. Este articulo tiene por objetivo hacer una revision de la
literatura publicada en relacion con la inocuidad, aceptabilidad e impacto sobre la
salud, del aceite de Sacha Inchi.

Palabras clave: Sacha Inchi; Plukenetia volubilis L; acidos grasos; alimento
saludable; riesgo cardiovascular.

ABSTRACT

Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) is an oleaginous climbing plant that grows in
countries like Peru, Bolivia and Colombia. It is an excellent source of unsaturated
fatty acids, mainly alpha linolenic (C18:3) and linoleic (C18:2), which represent
approximately 82% of total oil content. Sacha Inchi has been part of the diet of
native people of the region since ancient times and is seen as a promising crop
today. Due to its composition of essential fatty acids and its high content of
antioxidants and tocopherols, the re-commendation of its consumption in the diet
can be a strategy for the prevention of cardiovascular disease in populations of
Latin America, as olive oil consumption known for its cardioprotective properties, is
typically low in these populations. The aim of this article is to review the published
literature regarding the safety, acceptability and health impact of Sacha Inchi oil.

Key words: Sacha Inchi; Plukenetia volubilis L; fatty acids; healthy food,;
cardiovascular risk.

INTRODUCCION

Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) es una planta generalmente trepadora o liana,
catalogada por primera vez en 1753 por el naturalista Linneo en la Amazonia
peruana. Su nombre deriva de dos palabras quechuas: ‘sacha’ que significa
silvestre, e ‘inchi’, cuyo término hace referencia al mani que produce. También es
conocida como sacha yuchi, sacha yuchiqui, sacha inchik, mani del monte, mani
silvestre, mani del inca, entre otras (1). Su nhombre de mani de los incas o, en
inglés, inca peanut, responde a las evidencias que muestran que fue cultivada por
los incas, hace mas de 3000 afios (2).

El género Plukenetia pertenece a la familia Euforbidceas y esta integrado por 19
especies. Tiene una distribucion pantropical, hallandose 12 especies en
sudamérica y centro-américa y las restantes en el viejo mundo, pudiendo existir
otras especies actualmente no conocidas (3). En América, su presencia se da
principalmente en Perd, Bolivia, Antillas Menores, Surinam, Venezuela, Colombia,
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Ecuador y Brasil, sitios que cumplen sus exigencias 6ptimas de crecimiento, que
incluyen una altitud entre 30 y 2000 m.s.n.m., clima tropical o sub-tropical, con
temperaturas de 10 a 26°C y una humedad relativa del 78% (1).

De su semilla se extrae un aceite rico en antioxidantes y &cidos grasos
poliinsaturados con elevado potencial agro tecnologico y aplicaciones en las
industrias alimentarias humanas y animales, asi como cosméticas (1,2-5).

Tomando en consideracion su composicion en acidos grasos y la evidencia
existente, es esperable que la mayor efectividad clinica de Sacha Inchi se asocie
con su capacidad para mejorar los perfiles lipidicos y disminuir el riesgo
cardiovascular, aunque hay experiencias que sugieren que podria también ser
efectivo en tratamientos preventivos y curativos de enfermedades de la piel (6), lo
gue demuestra la amplia variedad de aplicaciones posibles.

No obstante el desarrollo investigativo sobre la composicion quimica de sus
aceites y tortas (7-10), el rendimiento de distintos genotipos y fenotipos (10,11), la
mejora en la eficiencia de sus cultivos (4,13-15) y sus capacidades en términos de
alternativas de negocio (16) o desarrollo industrial (17), son menos abundantes los
estudios que profundizan en aspectos relacionados con el impacto metabdlico del
consumo dietario de estos productos. El propésito de este articulo es hacer una
revision de la literatura publicada en los ultimos 15 afios sobre la composicién y el
consumo dietario de la semilla de Sacha Inchi o de su aceite, a efectos de
reflexionar sobre las ventajas de su ingesta.

METODOLOGIA

Se revisaron las bases de datos Elsevier Scopus, EBSCO y Journal Science
Direct y se buscaron articulos publicados en el periodo 2000-2015 utilizando como
palabras clave Sacha Inchi, Plukenetia volubilis L., mani del Inca e inca peanut en
titulo, resumen y palabras claves, en revistas arbitradas.

Los acidos grasos y la salud cardiovascular

El auge del impacto positivo en la salud cardiovascular derivado de la adopcion de
dietas como la mediterrdnea, fue puesto en evidencia por los resultados de
estudios multicéntricos extensos como el de PREvencion con Dleta MEDiterranea
(PREDIMED). En promedio, este tipo de dieta provee entre 33 y 42 % de la
ingesta caldrica total de los individuos en forma de lipidos, 15% en forma de
proteinas y el resto en forma de carbohidratos, lo que la convierte en una dieta
relativamente rica en grasa de origen vegetal (18) y otorga un importante papel a
los lipidos, implicandolos en los beneficios hallados.
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La evidencia actual indica que sus ventajas estarian asociadas con un Optimo
balance entre los diferentes alimentos y componentes dietéticos (19) y muy
relacionado con el contenido de aceite de oliva (20,21) a lo que se suma su
capacidad para evitar la peroxidacion de lipidos y de lipo-proteinas dado su
contenido en tocoferoles, tocotrienoles, [-caroteno y diferentes compuestos
fendlicos con potente accion antioxidante (19).

Desde una perspectiva quimica, los acidos grasos pueden clasificarse en
saturados e insaturados. Estos ultimos, se reconocen con la letra omega (w)
seguida por el numero correspondiente a la posicion del carbono que lleva la
insaturacion, comenzando a numerar desde el grupo metilo terminal. Entre los
acidos grasos insaturados tenemos los acidos grasos w-9 como el acido oleico
(18:1; AO) presente en el aceite de oliva, acidos grasos w-6 como el linoleico
(18:2; LA) presente en los aceites vegetales y los w-3 entre los que se encuentra
el acido alfa linolénico (18:3; ALA), que se halla presente en cantidades
importantes en algunas especies vegetales como el Sacha Inchi.

El aceite de pescado, rico en acidos grasos insaturados w-3, representados
fundamentalmente por el &acido eicosa-pentaenoico (20:5; EPA) y el
docosahexaenoico (22:6; DHA) (22), ha mostrado mejorar los perfiles lipidicos, sin
embargo la aceptacion cultural de su sabor ha dificultado su incorporacion a la
dieta (23), lo que justifica la necesidad de hallar nuevas fuentes con mejor
palatabilidad pero igualmente saludables.

En humanos, las vias metabdlicas enddgenas para convertir ALA en EPA y EPA
en DHA son limitadas (entre 0,2% a 8 % de ALA es convertido en EPA y entre 0%
y 4 % de ALA a DHA), pero existen estudios que sugieren que ALA podria tener
acciones cardiovasculares benéficas, aunque todavia sin resultados concluyentes
(24), por lo que se deben continuar estudios del impacto del consumo de fuentes
vegetales, ricas en este tipo de acidos grasos, y evaluar su consideraciéon como
sustituto o suplemento en aquellas poblaciones que no consumen los
provenientes de fuentes marinas.

Composicion de Sacha inchi

La semilla de Sacha inchi, presenta alrededor de 48-50% de aceite y 27-28% de
proteinas altamente digeribles y ricas en aminoacidos esenciales, excepto leucina
y lisina (2). El aceite obtenido de su semilla estd compuesto, en su mayor parte
por acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que incluyen 42-48% de ALA y 32-37%
de LA, con 12 % de monoinsaturados (MUFA). Aun cuando se establecieron
diferencias al comparar la composicion quimica de las semillas de diferentes
especies, en todas ellas fue apreciable un importante contenido de ALA y una baja
relacion w-6/ w-3, asi como cantidades considerables de tocoferoles, fitosteroles y
compuestos fendlicos, responsables del elevado poder antioxidante de sus

55



derivados (25). Semillas de Sacha Inchi cultivada en Colombia, mostraron un
elevado contenido de aceite (41,4%) y proteinas (24,7%), mientras que su aceite,
compuesto principalmente de lipidos neutros, estuvo constituido en 50,8% por
acidos grasos w-3 y 33,4% de w-6, similar a lo hallado en otros paises (7).

Al comparar una muestra de aceite obtenida de Sacha inchi cultivado en el
Municipio de Ibagué, Colombia, con aceite de oliva virgen, reconocida como un
referente saludable para consumo, se encontr6 que los aceites de Sacha
presentaron mayor indice de yodo y menores indices de acidez y de peroxidos,
independientemente del método de extraccion aplicado (soxhlet o reactor de flujo
forzado) lo cual resulta ser una deseable combinacién de elevados porcentaje de
insaturaciones con adecuados indicadores de estabilidad (26), caracteristicas
congruentes con lo hallado en un aceite de Sacha comercial de Pert (27). En
aceite obtenido de semillas de Sacha Inchi de origen peruano, Follegatti y cols.
hallaron tocoferoles (gamma y delta) en una concentracion de 2,39 g/Kg, que
aportan a conferir resistencia ante procesos de oxidacion (28).

Seguridad y ventajas del consumo de Sacha Inchi

A pesar del notable incremento en el numero y diversidad de publicaciones con
resultados de investigaciones sobre el cultivo de las plantas de Sacha Inchi y la
caracterizacion de sus partes y derivados, no es igualmente abundante las
investigaciones orientadas a evaluar cambios metabodlicos derivados de su
consumo. Sin embargo, aunque menos numerosas, las evidencias actuales
muestran un camino prometedor y permiten estimar en las semillas y en los
derivados de Sacha Inchi un interesante potencial agroindustrial.

La mayor cantidad de estudios se han desarrollado en Perud, en modelos animales
y en humanos, y han permitido demostrar que su consumo es seguro y confiable,
lo que también se deduce del hecho de ser un alimento de consumo ancestral. De
hecho, numerosas tribus indigenas americanas lo utilizaban para recuperar
fuerzas o aprovechaban el uso de su aceite y harina, a manera de ungtento para
dolores musculares y con acciones cosméticas (6,29).

Entre los estudios en modelos animales, se destaca una investigacion realizada
en ratones de la cepa Nish, sometidos a una dieta balanceada y dosis crecientes
de aceite de Sacha Inchi, en la cual reportaron una dosis letal DL50 de 111,65
mL/kg de peso (30). La mortalidad, en dosis mayor a 64 mL/ kg peso, fue dosis
dependiente y se relaciono con disminucion de peso y diarrea.

En ratas macho Holtzman, por su parte, utilizando dosis repetidas por 60 dias, se
mostré que la ingesta de aceite de Sacha Inchi es inocua en esas condiciones,
con una DL50 mayor a 37 g/kg de peso corporal, lo cual muestra la seguridad de
Su consumo en esta especie (31).
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Otro estudio en ratas albinas Holtzman, tratadas durante 15 dias con una dieta
conteniendo 15 % de grasas saturadas, produjo un aumento de colesterol en5,6%,
de triglicéridos en 45%, de VLDL y LDL en 45 y 21%, respectivamente, y
disminucion de HDL en 25%. A continuacion se dividieron en un grupo control
negativo que recibid solucion fisiolégica, un grupo control positivo con lovastatina
(20 mg) y un grupo intervenido con Sacha Inchi a diferentes dosis. Para los niveles
de triglicéridos, los resultados mostraron un descenso del 40,5 % en el grupo que
recibié una dosis de 1 mg/Kg de peso de Sacha Inchi, y 23 % en el grupo que
recibio lovastatina mientras que en el grupo control negativo se observo un
incremento del 1 %. No obstante, se vio incremento de triglicéridos en los
animales intervenidos con dosis de Sacha de 0,5 y 2 mg/ Kg de peso. Para
colesterol de LDL, Sacha inchi mostré ser eficaz a la dosis de 0,5y 2 ml/Kg
disminuyendo este indicador en 19% y 7%, respectivamente, con efecto superior
al de la lovastatina (6%). Se observo un incremento de 7,6 y 10 % en los niveles
de colesterol total a las dosis de 0,5 y 1 mg/Kg, siendo inferior al aumento en el
grupo tratado con lovastatina (14%). Estos resultados muestran acciones del
aceite de Sacha comparables y en ocasiones superiores al tratamiento con
lovastatina, y parecen indicar que los efectos sobre la lipemia podrian depender
de las dosis, las cuales debieran ser ajustadas convenientemente a fin de
optimizar su actividad (30).

En un estudio llevado a cabo en Rattus rattus var albinus alimentadas al inicio con
una dieta rica en grasas, se suministré aceite de Sacha inchi, gemfibrozilo o
solucidn fisioldgica a fin de comparar el efecto hipolipemiante de los tratamientos.
Los resultados mostraron una disminucién de los niveles de trigli-\céridos séricos a
la primera y segunda semana de tratamiento, en porcentajes de 35,42 % y 45,57
% respectivamente para Sacha Inchi; 34,81 % y 44,83 % respectivamente para
gemfi-brozilo y 30,03 % y 27,24 % respectivamente para solucioén fisiologica, lo
gue demuestra una eficacia similar del aceite con respecto al medicamento
ensayado (32).

Estudios en personas con hipertrigliceridemia han demostrado que los &cidos
grasos w-3, cuando son consumidos por 12 semanas en concentraciones de 2, 3,
y 4 g/dia, inducen reducciones de 25,9%; 25,5% y 30,9%, respectivamente, lo que
resulta estadisticamente significativo cuando se compara con la disminucion de
4,3 % obtenida con aceite de oliva, siendo efectivo también para la reduccion de
colesterol no HDL y LDL, mostrando los beneficios de incorporar este tipo de
acidos grasos en el tratamiento de estos desordenes (33).

De acuerdo con las evidencias disponibles, resulta pertinente enfocar los
esfuerzos en el estudio de aceites vegetales ricos en acidos grasos w-3, como el
caso de Sacha Inchi, tomando en consideracion posibles ventajas derivadas de la
mejor aceptabilidad del producto, en comparacion con los aceites de pescado, y la
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posibilidad de poder aplicarlo como una alternativa terapéutica dado el menor
riesgo de efectos secundarios o interacciones medicamentosas.

En personas aparentemente sanas, el consumo de 10 o 15 mL de aceite de Sacha
Inchi en las mafanas, durante un periodo de 16 semanas, mostr0 buena
aceptabilidad asi como ausencia de efectos secundarios clinicos. Muy
escasamente se reportd aumento de la frecuencia de las deposiciones, a
diferencia de la presencia de diarrea que habia sido un efecto hallado en estudios
con animales. Lo anterior permitié concluir que el consumo de 10-15 mL de aceite
de Sacha Inchi resultaba seguro y aceptable para ser recomendado para consumo
humano. En ese mismo estudio se observdé una disminucidon en las cifras de
colesterol total y LDL, asi como un aumento significativo en el colesterol HDL, sin
modificacidén en los niveles de triglicéridos ni glucosa, aunque con incremento de
insulina e indice HOMA, los cuales sin embargo no alcanzaron niveles de
insulinoresistencia (34).

En estudios realizados con adultos jévenes pudo observarse que la adicion de 50
g de mani de Sacha Inchi previene el aumento postprandial de triglicéridos
producido por la ingesta de una carga de 82 g de aceite de oliva (35). Sumado a lo
anterior, la ingesta de 30 g de semillas de Sacha Inchi diarios, durante 6 semanas,
mostré una notable mejoria de los perfiles lipidicos en el grupo intervenido,
comparado con un grupo similar que no consumioé Sacha, con disminucién en los
niveles de colesterol total de 14,02 %, LDL 20,48 % y de triglicéridos 36,37 %,
respecto a los valores iniciales con diferencia significativa respecto a los cambios
hallados en el grupo control, que mostr6 aumentos del 8,15%; 5,82% y 6,41%,
respectivamente. En el grupo intervenido con Sacha se obtuvo un aumento de
18,97% en HDL, contra un aumento del 13,1% en el grupo control (36).

El consumo diario durante 4 meses de 5 o 10 mL de aceite de Sacha Inchi,
conteniendo 2 g de acidos grasos w-3 por cada 5 mL, en pacientes con
hipercolesterolemia mostrg, para la ingesta de 5 mL, disminucién en los niveles de
colesterol total, LDL, VLDL, no-HDL, acidos grasos no esterificados (AGNE) y
triglicéridos, aumento significativo de HDL y ausencia de cambios en los niveles
de glucosa e insulina; la dosis de 10 mL mantuvo la disminucién en el colesterol
total, LDL, no-HDL y AGNE, no mostr6 disminucion de triglicéridos y provoco un
ligero incremento de la glucosa e insulina al final del estudio. Lo anterior parece
indicar la existencia de una dosis maxima, mas alla de la cual la ingesta del aceite
no incidiria favorable-mente en los marcadores lipidicos de riesgo cardiovascular
y, para el caso de la insulina, podria verificarse un efecto de saturacion en sus
receptores. En ningun caso se observaron efectos secundarios ni rechazo a su
ingesta, lo que muestra la inocuidad de su consumo y su aceptabilidad (37).
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CONCLUSIONES

El consumo del mani de Sacha Inchi o sus derivados, caracterizados por su
elevado contenido de &cidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6, se ha relacionado
con la mejoria del perfil bioquimico relacionado con riesgo cardiovascular, lo que
permite suponer beneficios a mediano y largo plazo, en acciones preventivas de
distintos niveles.

Su accion, en términos de mejoramiento de los perfiles lipidicos tanto en ayunas
como posprandiales, podria resultar una oportunidad sin precedentes de hacer
frente, con un producto natural, a los indices de morbimortalidad por estas causas,
especialmente tomando en consideracion el fracaso de estrategias basadas en la
disminucion de la ingesta grasa, y en los intentos infructuosos para aumentar las
concentraciones de lipoproteinas de alta densidad, que ha sido uno de los
hallazgos en las intervenciones con Sacha Inchi.

Sumado a ello, de confirmarse la presencia de actividad biolégica comparable a
opciones farmacolégicas, y una vez ajustadas las dosis que optimicen su
actividad, el consumo del aceite o el mani de Sacha podria constituirse en una
alternativa natural que evitaria los riesgos de interacciones medicamentosas o
efectos secundarios de dichos medicamentos.

Su consumo ancestral, sumado a los resultados de las investigaciones en
modelos animales y en humanos, ha de-mostrado la inocuidad y ha permitido
evidenciar que su sabor no es un problema al momento de considerar su inclusion
como aceite de mesa, en forma de complemento alimenticio, 0 como alternativa
terapéutica. La presencia de compuestos antioxidantes podrian contribuir con
efectos protectores del dafio oxidativo celular, al tiempo que otorgan al producto
caracteristicas fisicoquimicas que aseguran su estabilidad y le confieren un
elevado potencial agroindustrial.

Es importante continuar los estudios que permitan revalorizar esta fuente vegetal
de acidos grasos, desde una doble dimensién, lo que corresponde al @&mbito de la
salud cardiovascular de los consumidores, y desde una mirada agroindustrial de
pais que incluye a todos los estamentos involucrados en su cultivo,
industrializacién y comercializacién, viéndola ademas como una oportunidad de
cultivo alternativo y una opcion valida para el desarrollo de nuestras comunidades
campesinas.

59



BIBLIOGRAFIA

1. Arfini F, Antonioli F. Sacha inchi. Research about the condi-tions for
recognition of geographical indications in Peru, CRED, Lima Peru, 2013.
2. Flores D, Lock O. Reassessing the ancient use of Sacha inchi (Plukenetia

volubilis L) for nutrition, health and cosmetics. Rev Fitoterapia 2013; 13(1): 23-30.
3. Dostert N, Grischa JR, Cano A, La Torre MI, Weigend M. Factsheet:
Botanic information of Sacha inchi Plukenetia volubilis L. Lima Peru, 2009.

4. Viegas PH, Bordignon SR, Bovi G. Horticultural perfor-mance of in vitro
propagated plants of Sacha inchi. Ciéncia Rural, Santa Maria 2014; 44(6):1050-
1053.

5. Lucas JL, Icochea E, Valdivia R, Carcelén F, Guzman J. Effect of Sacha
inchi oil (Plukenetia volubilis) in the diet of broiler Breeders on the productive
performance of their progeny. Rev Inv Vet Pert 2011; 22 (4):283-9.

6. Gonzalez G, Belkhelfa H, Haddioui L, Bourdy G, Deharo E. Sacha Inchi Oil
(Plukenetia volubilis L.), effect on adher-ence of Staphylococus aureus to human
skin explant and keratinocytes in vitro. J Ethnopharmacol 2015; 171:330-4.

7. Gutiérrez LF, Rosada LM, Jiménez A. Chemical composi-tion of Sacha Inchi
(Plukenetia volubilis L.) seeds and characteristics of their lipid fraction, Grasas y
Aceites 2011; 62(1):76-83.

8. Niu L, Li J, Chen MS, Xu ZF. Determination of oil contents in Sacha inchi
(Plukenetia volubilis) seeds at different developmental stages by two methods:
Soxhlet extraction and time-domain nuclear magnetic resonance. Industrial Crops
Products 2014; 56:187-90.

9. Pereira AH, Gohara AK, Rodrigues AC, Souza NE, Visentaine JV,
Matsushita M. Sacha inchi as potential source of es-sential fatty acids and
tocopherols: multivariate study of nut and shell, Acta Scientiarum. Technol Maringa
2013; 35(4):757-63.

10. Betancourth CF. Use of the Sacha inchi residual cake (Pluke-netia volubilis
L.) by solvent extraction of its oil. Master's of Sustainable Development and
Environment. University of Manizales. Colombia, 2013.

11. Wang X, Xu R, Ruling Wang R, Liu A. Transcriptome analysis of Sacha
Inchi (Plukenetia volubilis L.) seeds at two developmental stages, BMC Genomics
2012; 13:716.

12. Wang X, Liu A. Expression of genes controlling unsaturated fatty acids
biosynthesis and oil deposition in developing seeds of Sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.), Lipids 2014; 49:1019-31.

13. Cai ZQ. Shade delayed flowering and decreased photosyn-thesis, growth
and yield of Sacha inchi (Plukenetia volu-bilis) plants. Industrial Crops Products
2011; 34:1235-37.

14. La Rosa R, Quijada J. Germination of Sacha inchi, Pluke-netia volubilis L.
(Mcbride, 1951) (Malpighiales, Euphor-biaceae) under four different conditions.
Biologist (Lima) 2013; 11(1): 9-14.

60



15. Ruiz H, Mesén F. Effect of 4 doses of Indole butyric acid and types of
cutting on the rooting of sacha inchi (Pluke-netia volubilis L.). Agronomia
Costarricense 2010; 34(2): 259-67.

16. Chirinos O, Adachi L, Calderdon F, Diaz R, Larrea L, Mucha G, Roque L.
Sacha inchi oil exports to U.S. market. Lima: ESAN University, 2009.

17. Kumar B, Smita K, Cumbal L, Debut A. Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
oil for one pot synthesis of silver-nanocatalyst: An ecofriendly approach Industrial,
Crops Products 2014; 58:238-43.

18. Marquez F, Bull6 M, Vizmanos B, Casas P, Salas J. A pat-tern of healthy
feeding: the traditional Mediterranean diet, Antropo. 2008; 16:11-22.

19. Carbajal A, Ortega R. Mediterranean diets as an example of a prudent and
healthy diet. Rev Chil Nutr. 2001; 28(2):224-36.

20. Guasch M, Hu FB, Martinez MA, Fit6 M, Bullé M, Estruch R, Ros E, et al.
Olive oil intake and risk of cardiovascular disease and mortality in the PREDIMED
Study, BMC Med. 2014; 12:78.

21. Estruch R, Ros E, Salas-Salvadé J, Covas MI, Corella D, Arés F, GoOmez-
Gracia E et al. Primary Prevention of Cardiovas-cular Disease with a
Mediterranean Diet. New England J Med 2013; 368(14):1279-90.

22. Nasiff A, Meriio E. Omega-3 fatty acid: blue fish meat and fish oll
concentrates. The good and the bad. Rev Cubana Med. 2003; 42(2): 49-55.

23. Yaxley A, Miller M, Fraser RJ, Cobiac L, Crotty M. Testing the acceptability
of liquid fiish oil in older adults, Asia Pac J Clin Nutr 2011; 20 (2): 175-179.

24.  Mozaffarian D, Wu JHY. Omega-3 Fatty Acids and Cardio-vascular Disease
Effects on Risk Factors, Molecular Path-ways, and Clinical Events, JACC 2011;
58(20):2047-67.

25. Chirinos R, Zuloeta G, Pedreschi R, Mignolet E, Larondelle Y, Campos D.
Sacha inchi (Plukenetia volubilis): A seed source of polyunsaturated fatty acids,
tocopherols, phy-tosterols, phenolic compounds and antioxidant capacity, Food
Chem 2013; 141:1732-9.

26. Castafio DL, Valencia MP, Murillo E, Mendez JJ, Joli JE. Fatty acid
composition of Inca peanut (Plukenetia volubilis linneo) and its relationship with
vegetal bioactivity. Rev Chil Nutr. 2012; 39(1):45-52.

27. Vicente J, de Carvalho MG, Garcia-Rojas EE, Fatty acids profile of Sacha
inchi oil and blends by 1H NMR and GC-FID, Food Chem. 2015;181: 215-21.

28. Follegatti LA, Piantino CR, Grimaldi R, Cabral FA. Su-percritical CO2
extraction of omega-3 rich oil from Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) seeds, J.
Supercritical Fluids 2009; 49:323-9.

29. Mosquera T, Noriega P, Tapia W, Pérez SH. Effectiveness evaluation of
cosmetic creams elaborated from oils ex-tracted from amazon plants: Mauritia
flexuosa (morete), Plukenetia volubilis (sacha inchi) and Oenocarpus bataua
(ungurahua). Rev Ciencias Vida 2012; 16(2):14-22.

30. Cordova M, Catillo J, Cruz S, Espinoza D, Felix L, Fernan-dez D, et al.
Evaluation of acute toxiclty and hypollpemic action of Plukenetia volubilis, Sacha
inchi. Rev Horizonte Méd 2006; 6(1):45-52.

61



31. Gorriti A, Arroyo J, Quispe F, Cisneros B, Condorhuama M, Almora Y,
Chumpitaz V. Oral toxicity at 60-days of Sacha inchi oil (Plukenetia volubilis L.)
and linseed (Linum usita-tissimum |.), and determination of lethal dose 50 in
rodents. Rev Peru Med Exp Salud Publica 2010; 27(3): 352-60.

32.  Vicuifia A, lzquierdo EJ, Huaman JJ. Gemfibrozil versus Sa-cha Inchi oil in
reducing serum triglyceride levels in Rattus rattus var albinus. Acta Méd Peruana
2012; 29 (2):85-8.

33. Kastelein JJ, Maki KC, Susekov A, Ezhov M, Nordestgaard BG, et al.
Omega-3 free fatty acids for the treatment of severe hypertriglyceridemia: The
EpanoVa fOr Lowering Very high triglyceridEs (EVOLVE) trial. J Clin Lipidol. 2014;
8: 94-106.

34. Gonzales GF, Gonzales C. A randomized, double-blind placebo-controlled
study on acceptability, safety and ef-ficacy of oral administration of sacha inchi oil
(Plukenetia volubilis L.) in adult human subjects, Food Chem Toxicol. 2014;
65:168—76.

35. Huaméan J, Chavez K, Castafieda E, Carranza S, Chavez T, et al. Effect of
Plukenetia volubilis Linneo (Sacha inchi) on postprandial triglycerides. An Fac
Med. 2008; 69(4): 263-6.

36. Huaméan JJ, Fogel BE; Escobar, PI, Castillo KY. (2012). Ef-fects of the
ingestion of Plukenetia volubilis Linneo (a.k.a.‘Sacha inchi’) on the lipid profile of
young adults. Acta Méd Peruana 2012; 29(3):155-60.

37. Garmendia F, Pando R, Ronceros G. Effect of Sacha inchi oil (Plukenetia
volubilis 1) on the lipid profile of patients with hyperlipoproteinemia. Rev Peru Med
Exp Salud Publica 2011; 28(4):628-32.

62



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar los efectos de la complementacion con aceite de Sacha Inchi sobre la
respuesta metabdlica e inflamatoria postprandial de un desayuno rico en grasas,
en adultos con baja actividad fisica, y su relacidon con la presencia de estados
metabolicos alterados.

2.2 Objetivos Especificos

Estudiar los efectos del consumo de un desayuno rico en grasas sobre
marcadores de inflamacion y del metabolismo de glucidos y lipidos, y
establecer su relacion con el estado metabdlico.

o Atrticulo derivado: Impacto metabdlico e inflamatorio postprandial
de una comidarica en grasas y su relacion con la presencia de
obesidad abdominal. Biomédica (2018) 38:2/ publicacion
anticipada disponible en:
http://www.revistabiomedica.org/index.php/biomedical/issue/view/157

Estudiar los efectos de la complementacion con aceite de Sacha Inchi de
un desayuno rico en grasas, sobre el metabolismo de los glacidos y la
expresion de SIRT-1 en PBMC, y establecer su relacion con el estado
metabdlico.

o Articulo derivado: “Carbohydrate metabolism and gene

expression of sirtuin 1 in healthy subjects after Sacha inchi oil
supplementation: A randomized trial.” (Publicado en Food &
Function, 2018. DOI: 10.1039/C7FO01956D).

Estudiar los efectos de la complementacion con aceite de Sacha Inchi de
un desayuno rico en grasas sobre el perfil lipidico e inflamatorio, y
establecer su relacion con el estado metabdlico.

o Articulo derivado: The effects of adding of Sacha inchi oil on
postprandial inflammation and lipid profile are related with
metabolic status. Randomized Clinical Trial (en proceso de
publicacién)
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3. METODOS
3.1 Tipo de estudio

Se realizé un ensayo clinico cruzado aleatorizado doble enmascarado, durante el
cual los participantes consumieron, en dos momentos diferentes, separados por
un periodo de 15 dias, un desayuno rico en grasas solo (HFM) o complementado
con aceite de Sacha inchi (HFM+S). El orden de los desayunos fue asignado de
manera aleatoria, y una vez finalizado el estudio todos los participantes habian
ingerido ambos alimentos, por lo que cada sujeto se constituyéo en su propio
control. El doble enmascaramiento incluyo al sujeto de investigacion y al personal
de laboratorio encargado del procesamiento de las muestras.

3.2 Poblacion y muestra
Poblacion

De acuerdo con los listados de personal suministrados por la oficina de Talento
Humano de la Universidad de San Buenaventura en Cartagena, la poblacion
estuvo constituida por un total de 248 empleados administrativos, con contratos de
tiempo completo o medio tiempo, vigentes al momento del estudio.

Muestra

Para calcular el tamafio de muestra, se aplico la formula estadistica sugerida por
Marrugat (1998) la cual estima el niumero minimo de sujetos necesarios para
asegurar la representatividad de la muestra en los casos de comparacion de dos
medidas repetidas en 2 grupos [121].

na=nb= 2*(Za+Zb)? * (1-p) * 62/ (Mde — Mdc)?

Se utilizé6 la concentracion de TAG como estimador postprandial, con una
diferencia minima de 48 mg/dL, un desvio estandar (SD) de 78,6 mg/dL, un
coeficiente de correlacion entre medidas pre y post de 0,6 y un poder de 80%,
valores tomados de experiencias previas [122].

Za=1,64

Zb=1,28

Poder: 80%

Mde - Mdc = diferencia minima esperada = 48 mg/dL,;
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o = Desviacion estandar de la variable principal = 78,6 [123,124]. Coeficiente de
correlacion de 0,6 [121].

El nimero para ambos grupos fue de 18 sujetos de sexo masculino, esto ultimo
con el objetivo de controlar posibles efectos hormonales. Para asegurar el
cumplimiento en el nUmero de participantes se previé un 15 % de desercion o
dificultades técnicas con el sangrado, y para lograr la inclusion de individuos con
distintos estados metabdlicos, se decidi6 convocar 21 hombres con obesidad
abdominal y 21 sin esta condicién, tomando como valor limite 92 cm, de acuerdo
con lo recomendado por Gallo, 2013 [125]. Los criterios de inclusién y exclusion
fueron verificados en dos etapas, mediante la aplicacion de instrumentos
elaborados para tal fin (Anexos 1y 2).

El tamafio muestral resultante mostrd similitud con los reportados en literatura en
estudios similares [117-119], y responde adecuadamente a las recomendaciones
de la FDA (2012) mencionado por Gonzales, 2014 (15), que indica que es
adecuado un n de 20-80 participantes en estudio de este tipo.

Criterios de Inclusion

Sexo masculino, edad comprendida entre 27 y 59 afios, baja actividad fisica
(menos de 150 minutos semanales de actividad fisica aerébica moderada o
75 minutos de actividad fisica aerbbica vigorosa cada semana o bien una
combinacion equivalente de actividades moderadas y vigorosas).

Criterios de Exclusion.

Diagnostico de una o varias de las siguientes patologias: dislipidemia, sindrome
de malabsorcién, diabetes, insuficiencia renal, insuficiencia hepética, cirrosis,
hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, gastritis cronica, Ulcera gastrica, reflujo gastroesofagico,
pancreatitis, sindrome de intestino irritable, diverticulitis, colecistitis, calculos en la
vesicula. Contraindicacion para el consumo de grasas, que sea fumador, que
tenga un consumo de riesgo de alcohol, que esté ingiriendo hipolipemiantes,
vitaminas, complementos alimenticios o0 medicamentes que afecten el
metabolismo de lipidos, glucidos o inflamacion.

Aspectos éticos

La investigaciéon se llevd a cabo de acuerdo con la recomendaciones para
investigacion cientifica en humanos, Declaracion de Helsinki y en cumplimiento de
la Resolucion 008430/1993, donde estima este tipo de estudio como de riesgo
minimo en cuanto se trata de una intervencion con alimentos aprobados para

65



consumo humano y la toma de muestras de sangre venosa por personal
entrenado y en volumenes aceptables en adultos.

El protocolo fue sometido a evaluacion y fue aprobado por los Comités de Bioética
de las Universidades de San Buenaventura en Cartagena e ICESI en Cali
(Anexos 3y 4).

En todos los casos, los participantes fueron informados adecuadamente del
alcance, riesgos y beneficios del estudio, manifestaron libremente la aceptacion
para participar y firmaron la clausula de consentimiento informado.

El protocolo fue registrado en clinicaltrials.gov (NCT02886169, Anexo 5), y se
curs6 y aprobo el curso virtual de Proteccion de los participantes humanos de la
investigacion (Anexo 6).

3.3 Etapas del estudio
3.3.1 Captacién

Del total de 248 posibles participantes, y luego de la aplicacién del formato de
entrevista preliminar (Anexo 3), 143 individuos cumplieron los criterios de inclusién
preliminares: sexo masculino, edad entre 27 y 59 afos, considerado como adultez
de acuerdo con la categorizacion del Ministerio de Salud en Colombia, no
fumadores y con escasa actividad fisica y estado general saludable.

De los 143 individuos se escogieron 42 sujetos por muestreo aleatorio
estratificado segun perimetro de cintura (292cm y <92cm), con el propésito de
tener dos grupos con caracteristicas antropométricas diferentes, lo que permitia
aproximar a estados metabdlicos distintos.

Durante esta etapa se aplicdé una segunda entrevista, mas exhaustiva, para
confirmar criterios de inclusién e identificar la presencia de criterios de exclusion y
se les solicito firma de la clausula de consentimiento informado (Anexo 2).

3.3.2 Intervenciones

Los participantes fueron citados dos veces, con un intervalo de 15 dias, en
ayunas. En ambas ocasiones se les tomaron nuevamente las medidas
antropomeétricas (peso, talla, y perimetro abdominal), hasta reunir un total de 21
participantes con obesidad abdominal y 21 sin esta condicion. El orden de
asignacion de los desayunos fue al azar, realizado por un auxiliar de investigacion
y utilizando tabla de nUmeros aleatorios.
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Se extrajeron 10 mL de sangre en ayunas (previo a la ingesta del desayuno) y 2
muestras mas, a la hora y a las 4 horas postprandiales, bajo supervision directa
de la bacteridloga a cargo. Al final de las intervenciones todos habian consumido
ambos alimentos, por lo cual cada sujeto sirvi6 como su propio control.

En los tiempos de espera pudieron beber agua pero no les fue permitido consumir
otras bebidas o alimentos ni realizar ejercicio fisico.

El flujograma del estudio, acorde con lo recomendado por el consolidado de
estandares para reportar ensayos clinicos-CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials), se muestra en la figura 12.

Dado que el analisis posterior de resultados convocé a estratificar de diferentes
formas el grupo, en cada capitulo se muestra el diagrama de flujo ajustado a las
condiciones patrticulares.

Poblacion (N=248)

No cumplian criterios de inclusion (n=105)
Preseleccionados (n=143) o
Excluidos (n=14) g
No seleccionados (n=87) <«—F——> - Criterios de exclusion (n=13) 8_
No quisieron participar (n= 1) =
Muestreo aleatorio estratificado segin PC
PC =92 cm PC <92 cm
n=21 n=21
n=42
Adjudicacién aleatoria de la intervencion
Ayunas Ayunas =1
(]
t=1hora | HFM (n=21) }~ 4‘ HFM +S (n=21) }— t=1 hora g
e L 3
t= 4 horas t= 4 horas g
- - 3
) Intermedio (15 dias) B
Ayunas Ayunas
t=1hora | HFM (n=21) e 3*{ HFM +$ (n=21) }— t=1 hora
t= 4 horas t= 4 horas
| 2
Analizados (n=42) 7
Perdidos o eliminados (n=0) «

Figura 12. Diagrama mostrando el flujo de participantes a través de cada fase del
ensayo.
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Desayunos

HFM estuvo constituido por 100 g de pan untado con 70 g de mantequilla y 150
mL de café con 10 g de azucar [874 cal, 59% de las cuales provenian de grasas
(SFA 32%, MUFA 23%, PUFA 4%), 37% de hidratos de carbono y 4% proteinas].

HFM+S incluyé ademas 15 mL de aceite de Sacha inchi, con un contenido de
PUFA del 86%. EI desayuno correspondiente al alimento complementado con
aceite (HFM+S) contenia un total de 998 cal, 65 % proveniente de grasas (SFA
30%, MUFA 20%, PUFA 15%). Ambos desayunos tuvieron caracteristicas
organolépticas similares a efectos de asegurar que los participantes no supieran
su contenido en cada intervencion.

La aceptabilidad y contenido del alimento fue ajustado mediante dos pruebas
pilotos realizadas con los miembros del grupo de investigacion y personal externo
al proyecto.

La elaboracion del pan se realizd siguiendo un protocolo estandarizado y
cumpliendo con las buenas practicas de manufactura, de tal forma que se pudiera
asegurar la inocuidad del alimento y la igualdad de la ingesta de todos los
participantes. No se presentaron eventos adversos con ninguno de los dos
desayunos.

Seguimiento

Durante el periodo entre las dos intervenciones, a los participantes se les
recomendd mantener su dieta habitual, no hacer cambios en sus ingestas, no
consumir medicamentos, complementos alimenticios ni vitaminas y conservar su
nivel de ejercicio fisico. El dia anterior a la toma de muestra les fue prohibido
ingerir alcohol.

3.3.3 Tomay procesamiento de muestras

Las muestras fueron tomadas por dos bacteriélogas usando jeringas de 10 mL
plasticas. La sangre fue distribuida en un tubo con EDTAK; (8 mL), un tubo seco
libre de pirdbgenos (2 mL).

Las muestras en ayunas y a la hora se tomaron en venas del mismo brazo,
mientras que la de 4 horas postprandial fue extraida del otro brazo para evitar el
posible aumento de IL-6 producido por la inflamacién local derivada del proceso
de extraccion, lo que también hizo inadecuado el uso de catéter y limitd el nimero
de muestras.
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Los tiempos de extraccion a 1 y 4 horas fueron decididos con base en la cinética
de metabolizacion de glacidos y lipidos [126,127] y tomando en consideracion un
periodo promedio entre comidas de 4 horas.

Obtencidn de plasma, suero y células mononucleares de sangre periférica.

Las muestras de plasmas se centrifugaron inmediatamente durante 10 min a 2500
rpm a 4°C en las instalaciones del Instituto de Investigaciones Biomédicas y se
conservaron a -20°C en tubos Eppendorf para su posterior analisis. Los sueros se
procesaron en idénticas condiciones apenas se logré su coagulacion

Las bandas conteniendo glébulos blancos de las muestras en ayunas y a las 4
horas fueron recolectados con pipetas plasticas estériles durante la primera hora
post extraccion.

Las células mononucleares se aislaron por el método de gradiente de densidad
(Polymorphprep®-Axis Shield) y se conservaron en RNAlater® (Sigma Aldrich) a -
70°C hasta su procesamiento.

El Polymorphprep es una solucion estéril, lista para usar, libre de endotoxinas que
contiene 13.8% (peso/vol) de diatrizoato de sodio (sodium diatrizoate) y 8.0%
(pesol/vol) de polisacarido, lo que le confiere una densidad de 1.113 + 0.001 g/ml;
osmolalidad de 445 £ 15 mOsm.

Principio del método: Los eritrocitos sedimentan a través del Polymorphprep®.

El procedimiento desarrollado por Bgyum se basa en producir una barrera
isoosmotica de densidad (1.077 g/ml) conteniendo los reactivos que separan las
células mononucleares sanguineas, las cuales forman una banda en la interfase,
de los polimorfonucleares y eritrocitos que precipitan.

La teoria indica que los polisacaridos agregan a los eritrocitos y causan su
sedimentacion rapida, permitiendo la formacion de un gradiente continuo de
densidades en el cual los distintos componentes se ubican como muestra la figura
13 (provista por el fabricante), de manera idéntica a lo obtenido en las condiciones
de este estudio, como evidencia la figura 14.
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500g
30-35 min at 20°C

MC

PMN

Polymorphprep™ '

Figure 2: Purification of PMNs using Polymorphprep™

MC = mononuclear cells; PMNs = polymorphonuclear
leukocytes. Inset right shows an actual separation ina 15 ml
tube

Figura 13. Esquema y foto del resultado final de la separacion de PBMC provista
por el fabricante.

Figura 14. Foto resultado final de la separacion de PBMC.
Se pueden observar las dos capas de MC y PMC, ésta ultima fue recolectada para trabajo
posterior. (Fotografia propia).

A efectos de poder utilizar el plasma para las determinaciones bioquimicas el
protocolo original fue modificado, recuperando parte de los plasmas y realizando
un concentrado de leucocitos de 2,5 mL, el cual se agrego cuidadosamente sobre
2,5 mL de Polymorphprep en un tubo de centrifuga para posterior centrifugacion y
colecta de los PBMC.
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Los PBMC lavados y suspendidos en buffer PBS se conservaron en una solucion
gue estabiliza y protege el RNA (RNA later®) y se mantuvieron a -20°C hasta su
procesamiento.

3.3.4 Marcadores en suero del metabolismo de glucidos

Las cuantificaciones de glucosa, perfil lipidico, insulina, IL-6 y PCRus se llevaron a
cabo en plasma y las determinaciones de LPS en suero, en las instalaciones del
Laboratorio de Atencion a la Comunidad y en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de San Buenaventura en Cartagena.

Glucosa

La glucemia se midi6 por método enzimatico espectrofotométrico usando Kit
comercial.

Fundamento
La glucosa se determina luego de la oxidacion enzimatica en presencia de glucosa
oxidasa. El peréxido de hidrégeno formado reacciona bajo la catalisis de

peroxidasa con fenol y 4 —aminofenazona formando un complejo rojo-violeta
usando la quinoneimida como indicador que se lee a 500 nm.

Tabla 1 Protocolo para la determinacion de glucosa.

. ntrol .
Pipetear Standard o muestra Co t.ro de Blanco de reactivo
calidad
Standard o
muestra o suero SuL 5uL --
control
Reactivo 500pL 500puL 500pL

Mezclar, incubar 10 min a 25 °C y medir absorbancia a 500 nm frente a blanco de
reactivo
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Insulina

La insulina se midié6 por enzimoinmunoensayo en microplacas comerciales
(Accubind) mediante un analisis inmunoenzimomeétrico

Fundamento

La insulina de la muestra se une a los anticuerpos monoclonales marcados con
biotina agregados exdégenamente y luego este complejo se fija a la superficie de
una microplaca a través de la interaccién con la estreptavidina que reviste los
pozos.

Luego de lavar para eliminar el exceso de anticuerpo se agrega un segundo
anticuerpo marcado con la enzima que reconoce el complejo y se une a él. La
enzima ligada al complejo es puesta en evidencia mediante el agregado de un
sustrato que generd un color que se midié en un lector de microelisa apropiado a
una longitud de onda de 450 nm con un filtro de referencia de 620 nm.

Tabla 2 Protocolo para la determinacion de insulina.
Muestra (uL) Control (uL)

50 -

- 50 (de 0 a 300 uUl/mL)

Ac monoclonal biotinilado

. 100 100
marcado con enzima

IMezclar suavemente 30 seg, cubrir e incubar 60 min a temperatura ambiente].

Descartar contenido y lavar con 350 uL de solucién de lavado x 3 veces.

Sustrato 100 100

INo agitar. Dejar 15 min a temperatura ambiente].

Solucion stop 50 50

Leer a 450 nm (use 620-630 como longitud de onda de referencia.

Mediante el uso de sueros de referencia de concentracién conocida, que cubre el
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rango de 0 a 300 plU/ml se generaron curvas de Absorbancia versus
concentracion, y por interpolacion se calcularon las concentraciones de insulina en
cada una de las muestras. Todas las muestras, estandares, controles y blancos
se realizaron por duplicado. La calidad de los resultados fue controlada mediante
la inclusion en todas las corridas de 2 sueros de concentracion conocida.

Célculos de areas bajo las curvas

El &rea bajo la curva (AUC) de tres puntos se calcul6 por el método trapezoidal y
el area incremental neta (IAUC) por sustraccion de los valores basales a cada
valor postprandial [128,129].

indices de funcién de célula betay de respuesta a insulina

indice HOMA-IR: el indice HOMA-IR (homeostasis assessment model for insulin
resistance) se calculd por el método descrito por Mathews, 1995 [130], utilizando
la siguiente formula:

HOMA-IR= insulina (uU/mL) x glucosa (mmol/L) /22,5.

indice insulinogénico (IGI 1h): estima la funcion de la célula beta pancreética
correspondiente a la primera fase de secrecidn insulinica. Se calculé mediante la
formula:

IGI 1h= (Inse-Ins;)/(Go-G1), donde los subindices 0 y 1 corresponden a ayunas 'y 1
hora, respectivamente.

indice insulinogénico postprandial (IGlyp): estima la funcién de la célula beta
pancreética durante todo el tiempo del estudio. Se calcul6 como:

indice de sensibilidad a insulina en ayunas (ISl): se calculé mediante la formula
ISlp= 2/ (Insgn X Gom)+1], en el cual los valores de G e Ins se normalizaron
dividiendo por sus respectivos valores promedios normales (Gp=4,7 mmol/L e
Ins,=12.3 mIU/L), por lo que el indice es 1 en condiciones de normalidad.

indice de sensibilidad insulinica postprandial respecto a HFM (ISlpp): se calculo
aplicando la formula: |S|pp= 2/ (AUCG—HFM+S IAUCg.Hem X AUCns-HEm+s TAUC ins-HEM
+1). Las areas bajo la curva de G e Ins post HFM+S se normalizaron dividiendo
por las areas post HFM, con lo cual el indice es 1 cuando ambos tratamientos
tienen igual efecto, mayor que 1 cuando el agregado del aceite de Sacha inchi
mejora la sensibilidad respecto a HFM, y menor que 1 en caso contrario [131,132].
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3.3.5 Marcadores en suero del metabolismo lipidico
Colesterol total

El colesterol total se midi6 por método enzimatico espectrofotométrico usando kit
comercial con factor aclarante de lipidos.

Fundamento
El colesterol se determina luego de un proceso de hidrolisis enzimatica y
oxidacion. El indicador es la quinoneimida formada por el peréxido de hidrégeno y

la 4-aminoantipirina, en presencia de fenol y peroxidasa.

Tabla 3 Protocolo para la determinacion de colesterol total.

Control de

Pipetear Standard o muestra : Blanco de reactivo
calidad
Standard o
muestra o control SuL Sk N
Reactivo 500pL 500uL 500uL

Mezclar, dejar 10 min a 25 °C y leer a 500 nm frente a blanco antes de 60 min.

HDL-colesterol

La fraccién de colesterol en lipoproteinas de alta densidad se midié6 mediante una
prueba directa homogénea por método enzimético espectrofotométrico usando un
kit comercial.

Fundamento

La prueba consta de dos pasos sucesivos. En el primero se eliminan los
guilomicrones y colesteroles provenientes de VLDL y LDL por reaccion enzimatica.
En el segundo paso se determina el colesterol en presencia de surfactantes,
haciéndolo reaccionar con enzimas especificas que lo oxidan a colestenona y
peréxido de hidrogeno. Esta udltima reacciona con un cromoégeno y produce un
pigmento quindnico que se puede leer espectrofotométricamente.
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Tabla 4 Protocolo para la determinacion de la fraccion HDL-colesterol.

Pipetear Standard o muestra Control de Blanco de reactivo
calidad
Standard o 10pL 10pL --
muestra o suero
control
Enzima 750uL 750uL 750puL

Mezclar, incubar exactamente 5 min a 37 °C

Sustrato 250uL 250uL 250uL

Mezclar, incubar a 37 °C y alos 5 minutos medir absorbancia a 500 nm frente a
blanco de reactivo.

Todas las lecturas fueron realizadas en el equipo Humastar 80 y, en todos los
casos, la calidad de los resultados fue controlada mediante la inclusion de sueros
controles de concentraciones bajas, medias y altas, y respaldados por el programa
de control de la calidad del Laboratorio de Atencion a la Comunidad de la
Universidad de San Buenaventura- Cartagena.

3.3.6 Marcadores de inflamacion
Interleucina -6 (IL-6)

Para la cuantificacion de IL-6 se utiliz6 un ensayo de inmunoabsorcion unido a
enzimas, de elevada sensibilidad, el cual utiliza anticuerpos contra IL-6 y una serie
de pasos amplificadores que mejoran la sensibilidad del método.

Fundamento:

El kit provee pozos recubiertos con un anticuerpo contra IL-6, los cuales unen la
IL-6 procedente de las muestras.

Un segundo anticuerpo conjugado con biotina se une a la IL-6 capturada por el

primer anticuerpo. Luego del lavado, se agrega streptavidina-HRP (peroxidasa de

rabano picante) que se une a la biotina del segundo anticuerpo. Posteriormente se

agrega un reactivo de amplificacion (Bioinyl-tiramida) la cual se une a los pozos y

a la streptavidina-HRP unida al anticuerpo pegado a la IL-6. Luego de lavar se

agrega nuevamente streptavidina-HRP y finalmente se incuba con una solucion
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sustrato que desarrolla un color proporcional a la cantidad de IL-6 presente en la
muestra. Se detiene la reaccion con acido acético y se realiza la lectura usando
una longitud de onda principal de 450 nm y una de referencia a 620 nm.

Tabla 5 Protocolo para la determinacion de IL-6.

Muestra Control Blanco
Diluyente (uL) 50 50 100
Muestra (ulL) 50 - -
Control (uL) - 50 -
Biotin- conjugado 50 50 50

Cubrir e incubar 2 horas a temperatura ambiente agitando continuamente
Lavar con buffer de lavado, 6 veces.

Estreptavidin-HRP 100 100 100

Cubrir e incubar 1 hora a temperatura ambiente, agitando continuamente.
Lavar con 350 uL buffer de lavado, 6 veces.

Solucién de

e 100 100 100
amplificacién |

Cubrir e incubar 15 minutos a temperatura ambiente, agitando continuamente.
Lavar con 350 uL buffer de lavado, 6 veces.

Solucién de

e, 100 100 100
amplificacién

Cubrir e incubar 30 minutos a temperatura ambiente, agitando continuamente.
Lavar con 350 uL buffer de lavado, 6 veces.

Sustrato TMB 100 100 100
Cubrir e incubar 10-20 minutos a temperatura ambiente.
Solucion stop 100 100 100

Leer contra blanco a 450 nm

La amplificacion se logra dado que la peroxidasa de rabano picante convierte
multiples moléculas de biotinil-tiramidas en especies altamente reactivas, las
cuales se unen covalentemente a cualquier proteina del pozo, de manera
proporcional a la cantidad de HRP.

Luego de un proceso de incubacion y lavado para remover biotinil-tiramida no
unida, se agrega Streptavidin-HRP, la cual se une a los sitios de biotina creados
en el paso anterior y multiplica las moléculas de HRP disponibles para la reaccion
con el sustrato.
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Para calcular la concentracion se realizd una curva de 7 puntos que incluyd un
blanco y concentraciones desde 0,08 hasta 2,5 pg/mL.

El control de calidad de los resultados se realizé6 mediante la inclusion en todas las
corridas de 2 sueros controles de concentracion baja y alta. Todas las
determinaciones se realizaron por duplicado.

y = 0.8898x + 0.1503
R2=0.9939 2

Absorbancia

o ? . . .

0 0.5 1 1.5 2 2.5
Concentracion IL-6 (pg/mL)

Figura 15. Curva de calibracién para IL-6.

Proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCRus)

Se utiliz6 la prueba cuantitativa turbidimétrica PCR-Turbilatex (Spinreact®).
Fundamento:

Las particulas de latex recubiertas con anticuerpos contra PCR humana se

aglutinan de acuerdo con la concentracion de PCR presente en la muestra, lo que
produce un cambio de absorbancia proporcional a dicha concentracion a 37°C de
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temperatura. La concentracion en la muestra se calculé por interpolacion en una
curva de calibracion con concentraciones conocidas de PCR.

Tabla 6 Protocolo para la determinacion de PCRus en suero.

Pipetear Standard/ muestra/control
Diluyente 800uL
Latex 200puL
Standard/ muestra o control 5uL

Mezclar y hacer dos lecturas de absorbancia a tiempos 0y 2 minutos a 540 nm
manteniendo 37°C.

El control de calidad de los resultados se realizé6 mediante la inclusién en todas las
corridas de un suero de concentracion conocida. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

0.2
y =0.0308x + 0.0042
R2=0.9956
0.15
0
(8]
c
©
2 0.1
2
Q0
<
0.05 /
4
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentraciéon PCR (mg/L)

Figura 16. Curva de calibracién para PCRus.
Lipopolisacaridos (LPS)

Los LPS fueron cuantificados en suero mediante el kit comercial Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) QCL-1000™,

Fundamento:
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Utiliza una preparacion de lisado de amebocitos del Limulus, un cangrejo con
hemolinfa azul que reacciona con pequefias cantidades de endotoxinas (LPS),
produciendo coagulacién por la activacion de una cascada de enzimas serino
proteasas, con elevada sensibilidad.

El test LAL es un método de punto final que cuantifica endotoxinas provenientes
de bacterias Gram Negativas. La muestra se mezcla con el reactivo y se incuba a
37 °C por 10 minutos, se agrega una solucion sustrato que reacciona durante 6
minutos mas. La reaccion se detiene con un reactivo stop (Acido acético) y la
presencia de endotoxina se evidencia por la aparicion de un color amarillo que
puede ser determinado espectrofotométricamente a 410 nm.

Tabla 7 Protocolo para la determinacion de LPS en suero.

Blanco Estandar Muestra
Agua 50 - -
Estandar - 50 -
Suero dil 1:20y
calentado 15 min - - 50
750C
Precalentar a 37 °C
Reactivo LAL 50 50 50
Dejar 10 minutos a 37 °C
Reactivo sustrato 100 100 100
Dejar 6 minutos a 37 °C
Acido Acético 25% 100 50 50

Dado que la absorbancia es proporcional a la cantidad de endotoxina presente,
ésta puede ser calculada a partir de una curva estandar con concentraciones de
0.01; 0.05;0.1; 0.25 y 0.5 EU/mL, segun esquema adaptado a las condiciones de
las muestras a procesar.
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Figura 17. Curva de calibraciéon para LPS.

Todo el material y reactivo utilizado fue certificado libre de pir6genos y las
muestras y estandares se corrieron por duplicado.

La recuperacion de una adicion de 0,4 EU/mL fue de 108 %, cifra que se ubica
dentro del rango exigido por la técnica (75-125%).

3.3.7 Andlisis de expresion genética

e Transcripcidn reversa

Para la extraccion del RNA y su retrotranscripcion se utilizaron los kits RNeasy
Mini Kit (Qiagen) y Super Script IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific), con 100 ng/reaccion.

Las expresiones de IL-6 y SIRT-1 se midieron en un 7500 Fast (Applied
Biosystems) usando GAPDH como gen de referencia. Los primers [133,134]
fueron:
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Tabla 8 Primers utilizados para las determinaciones moleculares de IL-6 y SIRT-1.

Tamano
Forward primer Reverse primer del
amplicén
IL-6 5GTGGCTGCAGGACATGACAA’ 5S5TGAGGTGCCCATGCTACATTTZ 101
SIRT-1 5GCTCGCCTTGCTGTAGACTT3 5 TGTGACAGAGAGATGGCTGG3 142
GAPD
5TGCACCACCAACTGCTTAGC3 5GGCATGGACTGTGGTCATGAG3’ 94
Protocolos detallados:
Tabla 9 Preparacion del master mix para retrotranscripcion (a).
Reactivo Volumen (uL)/ muestra
5x buffer 4
DTT 1
RNase out 1
Transcriptasa reversa 1
Tabla 10 Protocolo para retrotranscripcion
10 min a
23°C
Random Méster 10 mina RNasa
M Conc. RNA Vol H20 hexam + Mix 50 °C H
ng/uL ng uL dNTP 65°C €) 10 min a uL .
uL 5min UL 80°C 37°C 20
y 50 min a T'n y
hielo 4°C 4°C 50
1 min min
XX XX 100 hasta 2 7 1
11uL
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e Amplificacion

Se utilizaron los reactivos Invitrogen Ref 11615-010 y Tag DNA polimerasa 500 U.

Procedimiento:

1. Reconstituicion de los primers con agua miliQ, para concentracion final 100

pmoles/uL (100 uM)
2. Dilucion de los primers 1/10 para tener concentracion 10 uM.
3. Preparacion del mix.

Tabla 11 Preparacion de mix para amplificacion.

Vol 1 reaccién

Reactivo Cc inicial Cc final wl) Mix 1 reaccion
Agua 12.4
Buffer 10x 1x 2
Mg2+ 50 mM 2.5 mM 1
dNTPs 10 mM 0.2mM 0.4 17 uL
Primer forward 10 mM 0.25 uM 0.5
Primer reverse 10 mM 0.25 uM 0.5
Taq Pol ul 0.2
cDNA 3
VOL FINAL 20
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Tabla 12 Condiciones de amplificacion.

Numero de ciclos Obijetivo Tiempo Temp (0C)
1 Denaturacion 3 min 94 °C
Denaturacion 40 seg 94 °C
40 Amplificacion Anillamiento 30 seg 58 °C
Extensién 45 seg 72 °C
1 Extension final 2 min 72 °C
1 infinito 4°C

La calidad de los retrotranscritos se evalué mediante electroforesis en gel de
agarosa 2 %. Para el referente de pesos moleculares se colocaron 2 uL de DNA
step Ladder de 25 bp con 5 uL de buffer de carga (Anexo 7).

e PCR en tiempo real

Se utiliz6 SYBR Select Master Mix®, conteniendo: SYBR Green ER Dye, Ampli
Tag DNA polimerasa ultra pura, UDG (glicosilasa de uracilos labil al calor), ROX
(colorante de referencia), dNTPs (mezcla de nucleétidos) y Buffer.

Tabla 13 Protocolo para PCR en tiempo real.

Cc inicial Cc final Volu.r?en 1
reaccion (ulL)
Master mix 2X 1x 7.5
Agua 4.75 13 ul
Primer forward 10 uM 250 ZI\I\/IA)(O’ZS 0.375
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250 nM (0,25

Primer reverse 10 uM 0.375
cDNA 2uL
VOL TOTAL 15uL
Tabla 14 Protocolo de amplificacion.
Numero de ciclos Objetivo Tiempo Temp (oC)
1 UDG activacion 2 min 50°C
Activacion Taq _
1 ] 2 min 95°C
polimerasa
Denaturacion 15 seg 95°C
40
Anillado/Extension 45 seg 60°C

Tabla 15 Protocolo de ciclo de disociacion (melting).

Tiempo (seq)

Temperatura °C)

30

30

30

15

95

65

95

60




Los niveles relativos de mRNA de cada muestra se calcularon mediante la
determinaciéon del nimero de ciclos (Ct) que permite superar el umbral establecido
(en inglés: threshold) [135]. EI DDCt se calculé como la diferencia entre el DCt a
las 4 horas post ingesta menos el valor de DCt basal. Las veces de cambio
respecto a ayunas se calcularon como 2°°“' (Anexo 6).

3.4 Andlisis estadistico de datos

Los datos se presentan como promedio = SD para variables con comportamiento
normal y como mediana y rango intercuartilico (IQR) en caso contrario.

Se aplico el test de Shapiro Wilk para evaluar normalidad y test de Levene para
igualdad de varianzas. Para comparaciones entre grupos se usoé el test t de
Student o la U de Mann Whitney, y para comparaciones entre tiempos el test t de
Student para datos pareados o la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.
Las correlaciones se expresaron con el coeficiente Rho de Spearman. Se uso el
programa estadistico SPSS (Version 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

Se busco someter a juicio las siguientes hipotesis.

Ho: el agregado de aceite de Sacha inchi no modifica la respuesta postprandial
metabdlica e inflamatoria producida por la ingesta de un desayuno rico en grasas
en hombres adultos con baja actividad fisica, independientemente del estado
metabdlico del individuo

H1: el agregado de aceite de Sacha inchi modifica significativamente la respuesta
postprandial metabdlica e inflamatoria producida por la ingesta de un desayuno
rico en grasas en hombres adultos con baja actividad fisica, y las modificaciones
producicas se relacionan con el estado metabdlico del individuo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CAPITULO 1. Estado basal.

La muestra quedd conformada por 42 participantes de sexo masculino con edad
promedio de 40.0 + 8.9 afios, indice de masa corporal (IMC) de 26.6 + 4.8 kg/m? y
perimetro de cintura (PC) de 94.1 £ 12.0 cm. No se observaron variaciones
significativas durante el tiempo que duré el estudio en ninguno de los indicadores
antropomeétricos de obesidad (p=0.073 y 0.584, respectivamente), ni en los valores
evaluados en ayunas, como se observa en la tabla 16.

Tabla 16 Valores basales previos a ambas intervenciones (N=42).

HFM HFM + S p
25 50 75 25 50 75
Glucosa
(mg/dL) 83.85 88.90 92.75 81.90 88.60 94.23 0.703
Insulina
6.55 13.68 20.45 5.15 9.55 17.88 0.207
(uUl/mL)
CT
147.53 164.35 189.05 154.44 172.77 196.75 0.094
(mg/dL)
HDL-C
41.80 47.85 55.10 41.78 47.40 54.33 0.605
(mg/dL)
TAG
75.75 122.00 164.50 75.00 98.00 179.50 0.392
(mg/dL)
LPS
.26 47 .94 .22 .55 1.04 0.557
(EU/dL)
IL-6
.62 1.42 2.17 71 1.38 1.65 0.220
(pg/dL)
PCR
.79 1.43 2.38 .56 1.11 2.22 0.253
(mg/L)
HOMA-IR
1.34 2.84 4.72 1.1601 2.1796 3.5572 0.237
ISI 0
.73 .98 1.34 .8659 1.1097 1.4021 0.163

No obstante haberse observado valores cercanos a los referentes de normalidad,
la amplitud de los intervalos intercuartilicos permite inferir la heterogeneidad del
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grupo, con un moderado numero de participantes con valores indicativos de
desordenes metabdlicos.

Este comportamiento evidencia que la estrategia de tomar participantes con
distintos grados de obesidad fue adecuada para el proposito de estudiar la
influencia de distintos estados metabdlicos sobre la respuesta postprandial.

4.2 CAPITULO 2. Efectos postprandiales de la ingesta de una comida rica en
grasas (HFM).

4.2.1 Efectos de HFM sobre el metabolismo postprandial de glucidos. (N=42)

El estado postprandial es el tiempo que transcurre luego de una ingesta de
alimentos. En el presente estudio, se observd un aumento en los niveles de
glucosa (G) e insulina (Ins) a la hora, con disminucion a las 4 horas hasta valores
inferiores a los de ayunas, manteniéndose sin embargo entre los valores de
referencia en todos los casos (Figura 18).

Resulta interesante observar un incremento en la variabilidad de los resultados a
la hora postprandial, lo que puede corresponder a diferencias en las respuestas
frente al reto alimenticio, tal como se ha visto reportado en literatura [136-138].
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Figura 18. Concentraciones de glucosa e insulina en suero, durante la

intervencion con HFM. (n=42).
Las marcas * indican diferencias significativas respecto a ayunas (**p<0.01; ***p<0.001)
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Como consecuencia de la elevada variabilidad en las respuestas a la hora, los
indices que estiman la funcion de la célula beta, en la primera hora (IGI 1h) o en la
totalidad de los tiempos del estudio (IGI 4h) se vieron igualmente afectados,
mostrando alta heterogeneidad, como se observa en la Tabla 17.

Tabla 17 Estimadores de funcién pancreética postprandial, con HFM (N=42).

Percentiles
25 50 75
IGI 1h Post 1 hora -17.71 218.62 365.93
IGI 4h Post total 21.45 33.02 56.33

Esta situacion resulta coherente con el hecho de que el grupo estuvo conformado
por individuos con distintos estados metabdlicos, cuya funcionalidad pancreatica
diferia debido a sus condiciones, eventos que seran discutidos posteriormente.

4.2.2 Efectos de HFM sobre el metabolismo postprandial de lipidos. (N=42)

En lo que respecta al perfil lipidico, la ingesta de HFM produjo un aumento
significativo para todos los componentes, especialmente en las concentraciones
de TAG, las que se mantuvieron por encima del valor de ayuno durante las 4
horas que duré la observacion.

La literatura reporta que los valores de TAG pueden permanecer elevados hasta 8
horas después de la ingesta, dependiendo del estado metabdlico del individuo.
Aungue con menores incrementos, también fue observable un aumento en las
cifras de colesterol total, HDL y no HDL, éste ultimo solo en la primera hora. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 19.

Tomando en consideraciéon frecuencias promedio de ingesta de alimentos de 4
horas, este hallazgo demuestra que el organismo pasa la mayor parte de su
tiempo de vigilia en condiciones postprandiales, lo que otorga a este periodo una
especial relevancia como objeto de estudio para la prevencion y el seguimiento de
enfermedades cardiovasculares, tal como ha sido recomendado en la literatura
[126, 138].
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Figura 19. Concentraciones de colesterol total, HDL y no HDL en suero durante la

intervencion con HFM (n=42).
Las marcas * indican diferencias significativas respecto a ayunas (* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001)

4.2.3 Efectos de HFM sobre la respuesta inflamatoria postprandial. (N=42)

Parte del enlace entre la etapa postprandial y el riesgo cardiovascular se ha
asignado al estado de endotoxemia e inflamacién que sigue al consumo de una
comida rica en grasas, especialmente saturadas [40, 139], lo que resulta
coherente con los aumentos en los niveles de LPS y PCR observados a las 4
horas (Fig. 20).

El aumento de LPS podria explicarse como resultado de su translocacion desde
intestino, tal como se ha reportado [140] y su magnitud podria estar relacionada
con la ingesta habitual de dietas hipercaloricas [141].

Se ha propuesto que los LPS ingresarian al torrente sanguineo formando parte de
lipoproteinas ricas en TAG. Nuestros resultados hallaron correlacion significativa
entre los niveles de TG y LPS a las 4 horas post HFM, incluso controlando por
variables como IMC, PC y edad (r=0.484; p=0.002), lo que avalaria la relacién
entre estos parametros.
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Respecto a los otros marcadores evaluados, la ingesta de HFM no modifico la
concentracion en suero de IL-6 a las 4 horas, a pesar del aumento significativo en
los niveles circulantes de PCR.

La IL-6 es un reconocido disparador de la sintesis de PCR hepatica, sin embargo
el comportamiento de IL-6 en nuestro estudio no parece explicar el aumento de
PCR. Esta discrepancia podria estar relacionada con incrementos derivados de la
activacion de otras vias, la presencia de picos tempranos de IL-6 o0 ser propias de
las cinéticas de produccion y metabolizacion de ambas moléculas.
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Figura 20. Concentraciones de LPS, IL-6 y usPCR en suero, durante la
intervencién con HFM (n=42).

La expresion de IL-6 en PBMC, por su parte, tomando como referencia el
momento de ayunas, arrojo un valor de veces de cambio de 1.15 (intervalo
intercuartilico: -1.68 a 1.95).

Estos valores muestran que la expresion de IL-6 fue un 15 % mayor que en
ayunas, sin embargo la amplitud de su intervalo intercuartilico evidencia la
heterogeneidad de respuesta del grupo bajo intervencion.

La figura 21 muestra los resultados, expresados como log, de DDCT.
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Figura 21. Variacion de la expresion de IL-6 en PBMC, a las 4 horas post HFM
respecto al momento de ayunos (en log; DDCT) (n=42).

Todo lo anterior, dirigi6é el andlisis de los resultados hacia estudiar la relacion entre
la presencia de obesidad abdominal y los perfiles metabdlicos e inflamatorios en
ayunas y post ingesta de HFM.

La comparacion de los indices mostré importantes diferencias, con presencia de
indicadores de IR en el grupo con obesidad, tanto en condiciones de ayunas como
post HFM, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18 Indicadores de insulinorresistencia en ayunas y post consumo de HFM,
de acuerdo con la presencia de obesidad abdomina (O/n=21 y NO/n=21/)

No Obesos Obesos
n=21 n=21

Parametro Tiempo 25 50 75 25 50 75 P
HOMA-IR Ayunas 0.99 1.73 3.67 2.08 3.51 5.60 0.004

ISI 0 Ayunas 0.86 1.22 1.47 0.65 0.87 1.13 0.003

Post HFM 12,
IGI 1h h -229.45 4563 176.21 242.64 329.13 502.43 0.000
ora
IGlpp Post HFM 17.49 22.38 36.83 32.72 51.44 71.48 0.000
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El producto de este analisis fue publicado en el volumen 38, supl 1 de la revista
Biomédica y se presentan a continuacion.

4.2.3.1 Relacién entre efectos postprandiales de HFM y obesidad abdominal.

En este articulo se analiza de qué manera la presencia de obesidad abdominal
influye en los efectos producidos por la ingesta de una comida rica en grasas
(HFM) sobre el metabolismo de glucidos, lipidos y estado inflamatorio.

e Impacto metabdlico e inflamatorio postprandial de una comida rica en
grasas y su relacion con la presencia de obesidad abdominal.
Biomédica.2018;38(Supl.1).
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RESUMEN
Introduccion. La etapa postprandial se asocia con el incremento de marcadores

relacionados con riesgo cardiovascular, y su intensidad depende del estado
metabdlico.
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Objetivo. Determinar el impacto de la ingesta de una comida rica en grasas sobre
el perfil metabdlico e inflamatorio y su relacién con la presencia de obesidad
abdominal.

Materiales y métodos. Ensayo clinico en 42 individuos (21 con obesidad
abdominal). Medicién en sangre de glucosa, insulina, perfil lipidico, proteina C
reactiva, lipopolisacaridos e interleucina 6, en ayunas y post ingesta.

Resultados. La obesidad se acompafio de insulinorresistencia y niveles
superiores de triacilglicéridos y proteina C reactiva en ayunas Yy mostro
respuestas postprandiales mas elevadas para glucosa, insulina y triacilglicéridos.
La interleucina 6 disminuyé en el grupo sin obesidad y los lipopolisacéaridos
aumentaron en ambos grupos.

Conclusion. La ingesta de una comida rica en grasas produce mayor impacto en
las variables glucémicas en el grupo con obesidad, y aunque afecta en forma
similar los lipidos en ambos grupos, el incremento de triacilglicéridos es mayor en
presencia de concentracién basal elevada y promueve el aumento de LPS. El
estado inflamatorio basal y postprandial afecta mas al grupo con obesidad. El
momento postprandial refleja el estado mas frecuente de los individuos en un dia
normal y permite mostrar la capacidad de respuesta metabdlica a la ingesta de
alimentos asi como evidenciar estados tempranos de riesgo metabdlico.

Palabras Clave. Obesidad; inflamacion; periodo postprandial; dieta alta en grasa;
resistencia a la insulina; lipopolisacéaridos.

ABSTRACT

Introduction: The postprandial stage is associated with the increase of markers
related to cardiovascular risk, and its intensity depends on the metabolic state.
Objective: To determine the impact of a high-fat meal intake on the metabolic and
inflammatory profile, and its relationship to abdominal obesity.

Materials and methods: This clinical trial included 42 individuals (21 with
abdominal obesity). We measured glucose, insulin, lipid profile, reactive C protein,
lipopolysaccharides, and interleukin 6 in fasting blood, and four hours after eating.
Results: Obesity was accompanied by insulin resistance and higher levels of
fasting triacylglycerides and C-reactive protein, and showed higher postprandial
responses to glucose, insulin and triacylglycerides. Interleukin 6 decreased in the
non-obese group, and lipopolysaccharides increased in both groups.

Conclusions: A high-fat food intake produced a greater impact on the glycemic
variables in the group with obesity. It similarly affected the lipids in both groups, but
the increase of triacylglycerides is higher in the presence of an elevated basal
concentration, and promotes the increase of lipopolysaccharides. The basal and
postprandial inflammatory state affects more the group with obesity. The
postprandial moment reflects the most frequent state of the individuals on a normal
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day, and allows showing the capacity of metabolic response to food intake, as well
as to demonstrate early metabolic risk states.

Keywords: Obesity; inflammation; postprandial period; diet, high-fat; insulin
resistance; lipopolysaccharides

Introduccién

La ingesta de alimentos, sumado al procesamiento y aprovechamiento de los
nutrientes, son elementos claves para la supervivencia, sin embargo se convierten
también en un reto para la homeostasis metabdlica (1).

El estado postprandial se acompafia de entornos pro-inflamatorios, en magnitud
variable dependiendo de la presencia de comorbilidades, como la obesidad
abdominal, y del tipo de alimento ingerido (2,3). Dicho estado se caracteriza por el
aumento en circulacién de lipoproteinas ricas en triacilglicéridos y lipopolisacéridos
(LPS), los cuales se relacionan con el aumento de marcadores inflamatorios (4) y
formacion de células espumosas (5), contribuyendo al desarrollo de enfermedad
cardiovascular.

Los analisis de la situacion colombiana y de ciudades entre las cuales se halla
Cartagena, muestran que en la actualidad se vive una transicion demografica y
nutricional caracterizada por una tendencia creciente en la prevalencia de
obesidad (6) y con enfermedades cardiovasculares ocupando los primeros
lugares en morbi-mortalidad (7,8). Sumado a ello, los habitos en nuestra poblacion
hacen que un individuo promedio pase la mayor parte del dia en estado
postprandial, con consumos hipercaloricos y baja actividad fisica (9), lo que
motivé a realizar esta investigacion para conocer de qué manera la ingesta de una
comida estandarizada, rica en grasas, modifica los perfiles metabdlicos de
glucidos, lipidos e inflamacion, y cémo influye en ese impacto la presencia de
obesidad abdominal.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un ensayo clinico en 42 participantes adultos escogidos por
muestreo aleatorio a partir de una poblacion de empleados de una universidad de
la ciudad, a los que previamente se les habia aplicado una entrevista para verificar
los criterios de inclusion (sexo masculino, bajo nivel de actividad fisica y
aparentemente sanos). Se excluyeron del estudio fumadores, personas en dieta, o
con ingesta de medicamentos o vitaminas, alto consumo de alcohol o proteina C
reactiva mayor que 10 mg/L.

A los participantes se les solicitd que no hicieran cambios en sus estilos de vida
durante la semana anterior al estudio, y que asistieran con 12 horas de ayuno
para una toma de muestra de sangre basal, y dos mas a la hora y 4 horas
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después de ingerir un desayuno que incluyé 100 g de pan untado con 70 g de
mantequilla y acompafado de un café azucarado [874 cal, 59% de las cuales
provenian de grasas (saturadas 32%, monoinsaturadas 23%, poliinsaturadas 4%),
37% de hidratos de carbono y 4% proteinas]. Durante la espera se les permitio
beber agua, pero no consumir otros alimentos ni realizar ejercicios fisicos. El
tiempo de seguimiento se escogié considerando intervalos promedio habituales
entre comidas de 4 horas.

Los sueros fueron separados y conservados a -20 °C para posterior cuantificacion
de glucosa, insulina, colesterol total (CT) y fraccion HDL (C-HDL), triacilglicéridos
(TAG), lipopolisacéaridos (LPS), interleucina 6 (IL-6) y proteina C reactiva (PCRus).
Las concentraciones de glucosa y perfil lipidico se midieron por métodos
enzimaticos espectrofotométricos utilizando kits comerciales (Human). Para
insulina e IL-6 se utilizaron técnicas de enzimoinmunoensayo (Insulin-AccuBind y
Human IL-6 High Sensitivity-eBioscience, respectivamente). El indice HOMA-IR se
calcul6 segun la férmula: insulina (UUI/mL) x glucosa (mmol/L) /22.5. La PCRus
se determindé mediante el método turbidimétrico cuantitativo de alta sensibilidad
(Spinreact). Las muestras en ayunas y a las 4 horas, destinadas a los marcadores
inflamatorios, fueran tomadas en brazos distintos y en venas de facil acceso, a
efectos de controlar posibles contribuciones inespecificas derivadas de la puncion.

Todo el material para la determinacion de LPS fue certificado como apirdgeno y se
utilizé el método cromogénico de punto final (QCL-1000™ Endpoint Chromogenic
LAL Assays-Lonza), previa dilucion del suero 1/20 con agua libre de pirdgenos e
inactivacion a 75 °C por 15 minutos. Para todos los test, las curvas estandares
tuvieron coeficiente de correlacion superior a 0.97. Para controlar reacciones de
inhibicién, se adicioné una cantidad conocida de LPS (0.4 EU/mL), lograndose una
recuperacion de 108 %, lo cual cumple el estandar de calidad establecido por el
fabricante (x 25%). Las pruebas se llevaron a cabo en los laboratorio de Atencién
a la Comunidad y de Investigaciones IDIBAM, de la Universidad de San
Buenaventura en Cartagena, con los estandares y controles de calidad requeridos
para asegurar la validez y confiabilidad de los resultados y siguiendo las
especificaciones de los fabricantes.

Consideraciones éticas:

El proyecto fue sometido a evaluacion y aprobacion por parte de los Comités de
Bioética de las Universidades de San Buenaventura e ICESI, pertenecientes a las
ciudades colombianas Cartagena y Cali, respectivamente. Todos los participantes
firmaron clausula de consentimiento informado antes de comenzar el estudio. Esta
investigacion forma parte de un macroproyecto cuyo objetivo es determinar el
impacto del agregado de aceite de Sacha inchi a una comida rica en &cidos
grasos, registrado en clinicaltrials.gov (NCT02886169).
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Andlisis estadistico

El ndmero de participantes se calcul6 con la formula para comparacion de
medidas repetidas en dos grupos y un adicional del 15% para prevenir posibles
pérdidas. El impacto global de la intervencion se midié como area bajo la curva
(AUC) calculada por el método trapezoidal, y el aumento sobre el basal se estimo
como incremento del &rea bajo la curva (IAUC), realizando sustraccion previa de
los valores en ayunas a cada medida postprandial (10,11).

Se aplico el test de Shapiro Wilk para verificar normalidad de variables
cuantitativas y test de Levene para examinar igualdad de varianzas. Las medidas
de tendencia central se expresaron como promedio y desvio estandar (DE) o
como medianas y rangos intercuartilicos (RIC), dependiendo del comportamiento
de las variables.

Para las comparaciones entre grupos se utilizaron el test t de Student o la U de
Mann Whitney y para las comparaciones pre-post el test t de Student para
muestras relacionadas o prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, para las
variables paramétricas o no paramétricas, respectivamente. Las correlaciones se
establecieron calculando los coeficientes Rho de Pearson o Spearman (r). Se usoé
el paquete estadistico SPSS (Version 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

Resultados

La muestra quedd conformada por 42 hombres, 21 con obesidad abdominal. Las
edades fueron 38,7 + 10,1 afios y 41,4 + 7,6 afios, para el grupo sin obesidad
(NO) y con obesidad (O), respectivamente, sin diferencia significativa (p=0,339;
ICdif95%: -8,2 a 2,9). En ese mismo orden, los IMC fueron de 23,0 + 2,2 kg/m? y
30,1 + 4,1kg/m? (p=0,001, ICdif95%: -9,1 a -5,0) y los perimetros de cintura de
85,0 +6,3cmy 103,2 £ 8,9 cm (p=0,001; ICdif95%: -23,0 a -13,4).

Los valores de glucosa, insulina y HOMA-IR en ayunas, y el impacto de la ingesta
se muestran en la tabla 10. La glucemia en ayunas no superd los limites normales
en ninguno de los participantes, aunque mostré una ligera tendencia a valores
mayores en el grupo O, diferencia que alcanzé significancia estadistica a la hora.
La insulinemia mostré valores mayores en presencia de obesidad en todos los
tiempos evaluados. El incremento del area bajo la curva de insulina fue menor en
el grupo NO (IAUC: 32,6 pUI/mL; RIC: 20,2-43,1) que en el grupo O (82,7 pUl/mL;
RIC: 40,2-133,9; p=0,001], pero no se hallo diferencia para la glucosa, mientras
gue las areas totales (AUC) fueron mayores para ambos parametros en el grupo
O.
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Tabla 19 Niveles en ayunas y respuestas postprandiales de glucosa e insulina tras la
ingesta de una comida rica en grasas, en los grupos sin obesidad abdominal (NO/n=21) y
con obesidad abdominal (O/n=21).

NO @) P
Parametro _ _ IC95% dif (NO vs
Promedio (DE) Promedio (DE)
NO vs O 0)
Ayunas 85,1 (8,8) 89,7 (6,7) -9,5a0,3 0,065

lhora 91,9(16,9)  106,0* (12,5) -23,4a -4,8 0,004
GLUCOSA (mg/dL)
4horas 84,4 (11,3) 82,7 (9,6) -6,8a6,3 0,936

AUC 350,0 (43,5) 380,8 (33,0) -54,9 a -6,8 0,013

Ayunas 10,3 (7,8) 17,6 (7,9) -12,1a-2,3 0,005
lhora 28,9*(16,4)  71,6*(40,6) -62,2a-23,5 0,001
INSULINA (uUI/mL)
4horas 9,2 (6,7) 13,0* (7,7) -8,3a0,7 0,096

AUC 76,8 (40,6) 171,5(87,5 -137,3a-52,3 0,001

HOMA-IR Ayunas 2,2 (1,7) 3,9 (1,8) 28a-0,6 0,004

* p<0,005 respecto a ayunas

En lo concerniente a las variables lipidicas TAG, CT y HDL-C, sélo se registro
diferencia entre los grupos para la concentracion basal de TAG, mayor en el grupo
0.

El CT y los TAG aumentaron luego de la intervencion, y se mantuvieron durante
todo el tiempo que duré el ensayo, tal como se muestra en la tabla 20.
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Tabla 20 Niveles en ayunas y respuestas postprandiales lipidicas tras la ingesta de una
comida rica en grasas, en los grupos sin obesidad abdominal (NO/n=21) y con obesidad
abdominal (O/n=21).

NO p 0] p p
(Rangos (Rangos
] Tiempo vs Tiempovs Ovs
Parametro Tiempo 25 50 75 25 50 75
ayunas ayunas NO

Ayunas 70,0 99,0 152,5 NA 106,5 154,0 180,5 NA 0,044

lhora 905 121,0 1895 0,001 130,5 178,0 215,5 0,001 0,099

TAG
(mg/dL)

4 horas 87,0 164,0 231,0 0,001 143,0 210,0 301,5 0,001 0,080

IAUC 81,3 1345 201,0 NA 46,8 1475 278,8 NA 0,546

AUC 360,0 570,0 770,8 NA 531,2 744,0 9173 NA 0,046

Ayunas 141,8 156,9 184,6 NA 153,5 177,1 1933 NA 0,222

lhora 139,4 161,0 185,9 0,237 158,7 176,3 202,5 0,033 0,222

CT (mg/dL) 4 horas 151,4 167,5 189,2 0,018 151,8 179,5 201,0 0,017 0,365

iIAUC -23 135 253 NA 09 140 354 NA 0,589

AUC 572,6 673,6 726,1 NA 623,1 718,9 798,7 NA 0,232

Ayunas 41,2 479 56,6 NA 41,8 47,8 544 NA 0,880

lhora 42,6 488 555 0,732 445 48,3 551 0,006 0,782

HDL-C
(mg/dL)

4 horas 44,3 47,2 579 0,033 43,1 47,7 539 0,348 0,606

IAUC  -2,2 54 13,3 NA -1,2 32 115 NA 0,606

AUC 174,7 190,5 218,1 NA 175,9 189,3 220,9 NA 0,890

TAG=triacilglicéridos; CT=colesterol total; HDL-C= colesterol de lipoproteinas de alta densidad;
IAUC= Area incremental bajo la curva; AUC=Area bajo la curva. NA: No aplica.
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Las concentraciones de TAG en ayunas correlacionaron con los valores a las 4
horas (r=0,854; p<0,001), con el AUC de TAG (r=0,936; p<0,001) y con el iIAUC
(r=0,474; p<0,001).

Al comparar los grupos clasificados de acuerdo con la presencia de obesidad
abdominal el IAUC de TAG fue similar entre ellos, sin embargo cuando los
participantes se reclasificaron segun niveles de TAG, el grupo con TAG en ayunas
superiores a 150,0 mg/dL (n=16; 38%) mostré un iIAUC de TAG (IAUC TAG: 179,3
mg/dL; RIC: 123,6-283,9) significativamente mayor que los restantes 26 sujetos
(n=26; 62%) que tuvieron TAG por debajo de ese valor (IAUC TAG: 113,3 mg/dL;
RIC: 41,1-197,6; p=0,041).

En el tabla 21 se muestran los valores basales y postprandiales de los marcadores
inflamatorios para ambos grupos. La proteina C reactiva en ayunas y a las 4
horas fue mayor en el grupo O. Tras la ingesta, la IL-6 disminuyd en el grupo NO
y los LPS aumentaron en ambos grupos. Los niveles de TAG y LPS a las 4 horas
mostraron correlacion positiva significativa solamente en presencia de obesidad
(r=0,635; p=0,002).

Tabla 21 Concentraciones en ayunas y postprandiales de los marcadores inflamatorios en
los grupos sin obesidad abdominal (NO/n=21) y con ella (O/n=21).

NO O
(Rangos P (Rangos P P
intercuartilicos) intercuartilicos)
Tiempo Tiempo
Parametro Tiempo 25 50 75 S 25 50 75 'S O vs NO
ayunas ayunas

IL-6 Ayunas 0,61 141 2,03 NA 1,07 1,44 241 NA 0,489

(P9/ML)  ghoras 048 087 210 0042 110 139 221 0543 0,182

Ayunas 0,50 0,95 1,70 NA 121 211 290 NA 0,009

PCR-US
MIL)  4horas 046 1,04 1,70 0173 1,62 202 276 0114 0,002
Ayunas 027 049 109 NA 026 038 0,92 NA 0,497
LPS
lhora 019 060 104 098 038 070 105 0122 0615
(EU/mL)

4 horas 0,72 1,33* 1,72 0,006 0,67 1,06 1,70* 0,004 0,513

IL-6=interleukina 6; PCRus=proteina C reactiva ultrasensible; LPS=lipopolisacaridos; NA=No
aplica. * p<0,05; ** p<0.01 respecto a ayunas
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Discusioén

Ambos grupos mostraron concentraciones similares de glucemia basales, e
inferiores a 100 mg/dL, sin embargo la cuantificacion de insulina y el célculo de
HOMA-IR en ayunas evidenciaron el estado de insulinorresistencia en el grupo O.
Adicionalmente el reto alimentario permiti6 mostrar, en este grupo, la
magnificaciéon de las alteraciones fisiopatolégicas en la homeostasis, lo que
otorga al momento postprandial una relevancia especial en la deteccidon oportuna
y temprana de este tipo de desordenes (12) y permite ilustrar lo inadecuado de
descartar alteraciones del metabolismo de los glacidos con determinaciones
aisladas de glucemias en ayunas.

Tal como se observa en el tabla 19, sumado al mayor incremento a la hora
postprandial en las concentraciones de glucosa e insulina en el grupo O, resultd
interesante en este grupo la observacion de una caida a las 4 horas a valores
menores que los de ayuno, situacién no observable en el grupo NO, similar a lo
hallado por Rubin y cols, 2010 (13).

Este comportamiento alerta sobre fallas en la regulacién de la insulina y exceso de
secrecion post estimulo, eventos que contribuyen al agotamiento del pancreas y
favorecen los efectos derivados de la hiperinsulinemia, reflejando la pérdida de la
capacidad de restaurar la homeostasis, considerada en la actualidad como parte
del concepto de salud, el cual incluye la habilidad para adaptarse y manejar de
manera autonoma los retos como la ingesta de alimentos (14).

El impacto especifico derivado de la intervencion, medido como iAUC, fue similar
entre los grupos para glucosa pero no para insulina, mostrando el esfuerzo
pancreatico del grupo O para controlar la glucemia, mientras que el aumento
global (AUC) fue mucho mayor en presencia de obesidad para ambos, lo que
pone en evidencia la sobrecarga bioquimica que acompafia el desorden
metabolico en este grupo.

A diferencia de lo hallado para la glucemia, la tabla 20 muestra que las
concentraciones de TAG en ayunas fueron mayores en el grupo O y los valores
postprandiales de TAG y CT se mantuvieron por encima de los de ayuno, en todos
los tiempos de evaluacion, en ambos grupos, similar a lo reportado por otros
estudios (15). Es importante destacar que, si asumimos frecuencias alimentarias
promedios de 4 horas y alimentos ricos en grasas, en un dia normal un individuo
no lograria regresar a sus valores lipidicos de ayunas durante la mayor parte de
su vigilia. Lo anterior evidencia que la medida de concentraciones no basales,
especialmente de TAG y CT, aun cuando pueda resultar mas complicada desde
un punto de vista operativo, permite verificar la respuesta metabdlica a la ingesta y
mostrar el estado mas habitual de un dia normal.
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Sumado a ello, aunque el papel de los TAG como factor de riesgo cardiovascular
ha sido controversial (16), estudios clinicos recientes han evidenciado que,
especialmente los niveles postprandiales, se relacionan con enfermedad coronaria
@an).

Nuestro estudio mostré diferencias en los TAG en ayunas entre los grupos
clasificados por obesidad pero similares respuestas postprandiales, a diferencia
de otras investigaciones que demostraron aumentos mayores en obesos,
comparados con no obesos, pero interviniendo grupos con TAG en ayunas en
niveles normales (18).

Lo anterior motivo a reclasificar nuestros grupos segun la presencia de niveles
alterados de TAG en ayunas (=150,0 mg/dL), lo que permiti6 mostrar en el grupo
con TAG elevados mayores incrementos post ingesta. Estos hallazgos, sumados a
la significativa correlacién entre ambos valores, avalan lo expresado por Almeda y
col, 2014, en el sentido de que la concentracion de TAG basal representa uno de
los principales determinantes de la lipemia postprandial (19).

En estudios previos, la ingesta de un desayuno de 1416 cal (52 % de las cuales
provenian de grasas) en adultos con sobrepeso habia mostrado incrementos en
CT y TAG, con aumentos de marcadores inflamatorios y LPS (20). De acuerdo
con la evidencia, estos LPS se transportarian ligados a lipoproteinas ricas en
TAG, y participarian en procesos de inflamacion y expresion de citocinas y
moléculas de adhesion, contribuyendo al desarrollo de enfermedad cardiovascular
(21-24).

En el presente estudio encontramos que los valores basales de LPS e IL-6 fueron
similares en ambos grupos pero mostraron diferente comportamiento postprandial,
como puede observarse en la tabla 21. En relacion con la PCR, la concentracion
basal fue mayor en el grupo O, mostrando el proceso cronico, sin variacion post
ingesta, lo que parece indicar que no responde en los tiempos de una intervencion
aguda, similar a lo hallado por otros autores (3,25).

En lo que respecta a la IL-6, este marcador habia mostrado resultados
contradictorios en estudios anteriores, lo que llevé a postular que sus aumentos
pueden deberse a variaciones fisiolégicas (26) o a efectos derivados de la
inflamacion local por las punciones repetidas o el uso de catéter (27,28). Las
precauciones en la toma de muestra, explicadas anteriormente, aseguran nuestros
resultados y permiten mostrar que la caida en los niveles de IL-6 del grupo NO,
coincidente con otros autores (29), estaria reflejando un menor impacto
inflamatorio en este grupo.

Los LPS en ambos grupos aumentaron en la etapa postprandial, similar con lo
hallado en literatura y correlacionaron con el incremento de TAG en el grupo O, tal
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como era esperable debido a las evidencias que muestran que los LPS entran a
circulacion mediados por lipoproteinas ricas en TAG (30). El aumento de LPS en
la etapa postprandial en el grupo NO discrepa de lo hallado en otros estudios (23),
lo que podria deberse a la mayor edad de nuestros participantes, lo cual ha
demostrado afectar las respuestas postprandiales (31). Por otra parte, la ausencia
de correlacién entre los niveles de TAG y LPS en este mismo grupo podria
deberse a diferencias derivadas del tipo de alimentacion y niveles de translocacién
previos de LPS, con desarrollo de memorias adaptativas inmunes o presencia de
proteinas de transporte que podrian enmascarar valores basales o postprandiales
aumentados (32,33), o reflejarse en habilidades diferentes para el manejo de los
incrementos de endotoxinas (34), aspectos que deberan ser abordados a futuro.

A diferencia de otros estudios que ensayan cargas lipidicas en forma de batidos y
con seguimiento a 8 horas, nuestro ensayo incluyé un alimento similar en
contenido y consistencia a un consumo habitual y con un seguimiento a 4 horas,
considerado el tiempo promedio entre comidas. Lo anterior otorga a nuestro
estudio la fortaleza de asegurar tiempos de vaciado gastrico y digestion similares
a una ingesta comuan, que pudieran alterarse con el consumo de cargas grasas
exclusivamente liquidas. La aleatorizacion del muestreo, las indicaciones para la
semana previa al estudio y el riguroso cumplimiento de los criterios de inclusion y
exclusion permitieron el control de variables derivadas de los estilos de vida.

Se requieren, sin embargo, estudios posteriores que incluyan mayor nimero de
variables, especialmente del estado inflamatorio, asi como intervenciones con
diferentes acidos grasos o seguimientos a largo plazo para evaluar ingestas
cronicas.

En suma, los resultados obtenidos muestran que la ingesta de una comida rica en
acidos grasos saturados modifica las variables relacionadas con el metabolismo
de los glucidos en ambos grupos, con mayor impacto en el grupo con obesidad
magnificando el estado de insulinorresistencia basal. En lo que respecta a lipidos,
ambos grupos desarrollan similar respuesta para colesterol, a diferencia de lo
hallado para TAG, parametro que aumenta mucho mas en el grupo con obesidad
y especialmente en presencia de mayor concentracion en ayunas. El grupo sin
obesidad cursa con menores niveles de inflamacion basal y postprandial, estimado
por las concentraciones de PCR en ayunas y la disminucién de IL-6 post carga,
respectivamente.

Cabe destacar que, aunque requiere de una mayor inversion de recursos y una
mejor estandarizacion a fin de fortalecer su valor clinico, la evaluacién del estado
postprandial refleja el estado mas habitual de un dia normal y hace posible
evidenciar la respuesta metabdlica a la alimentacion, contribuyendo a identificar
los trastornos metabolicos tempranos relacionados con la presencia de obesidad
abdominal en personas aparentemente sanas.
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4.3 CAPITULO 3. Efectos postprandiales de la complementacion con aceite
de Sacha inchi (HFM+S)

4.3.1 Efectos de HFM+S sobre el metabolismo postprandial de glucidos.
(N=42)

La hiperglucemia postprandial ha mostrado ser mejor predictor de enfermedad
cardiovascular que los niveles de ayuno [142]. Su aumento durante esta etapa
depende del tipo de ingesta, y la evidencia parece indicar que el consumo de
acidos grasos poliinsaturados de la serie 3 contribuye a disminuir la
insulinorresistencia y la inflamacion en modelos animales [143]

Los beneficios ligados con el consumo de PUFA de la serie w-3 y sus efectos
favorables sobre el control glucémico han promovido su inclusion en las dietas en
reemplazo de acidos grasos saturados [36] para prevenir los trastornos agudos
asociados a la insulinorresistencia [78,85], y también se ha sugerido su utilizacién
en forma de complemento nutricional que busca facilitar la adherencia al proveer
un cambio dietario poco complejo [144].

Sin embargo, a la fecha, la mayor parte de la literatura proviene de estudios con
dos representantes de esta serie, el EPA y el DHA, provenientes de fuentes
marinas y sumado a ellos, los resultados en humanos han mostrado ser
inconsistentes [145-147].

El aceite obtenido de las semillas de Sacha inchi es una atractiva fuente vegetal
de PUFA, con elevado contenido de ALA (w- 3) y LA (w-6), y aungque se considera
gue su tasa de conversion a EPA y DHA es baja [148] no se descarta que puedan
actuar de manera autbnoma [149].

Como se observa en las figuras 22 y 23, el agregado del aceite de Sacha inchi
aumento la concentracion de glucemia a las 4 horas, sin modificar la respuesta de
glucemia observada a la primera hora post HFM ni los niveles de insulina entre
ambas ingestas.

Este hallazgo resulta coherente con el incremento de insulinorresistencia,
asociado con la ingesta del aceite, reportado previamente tras su consumo
sostenido durante 4 meses [14,15], y muestra una respuesta postprandial a
HFM+S muy similar a lo que se habia hallado con HFM, con elevada variabilidad
especialmente en los resultados obtenidos en la primera hora, razén por la cual se
continué el analisis estratificando el grupo de acuerdo con la presencia de
obesidad.
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Figura 22. Concentraciones de glucosa en suero con ambos tratamientos (n=42).
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Figura 23. Concentraciones de insulina en suero con ambos tratamientos (n=42).
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4.3.1.1 Relacion entre los efectos de HFM+S sobre el metabolismo
postprandial de glucidos y la presencia de obesidad abdominal.

Como se msotro en la tabla 18, una vez estratificados, el grupo con obesidad
abdominal (NO/n=21) mostré mayor valor para el indice HOMA-IR y menor ISl
respecto al grupo n de no obesos (O/n=21) (p= 0.004 y 0.003, respectivamente)
confirmando la relacion entre la presencia de obesidad e insulinorresistencia
[36,63,150].

No se observaron diferencias al comparar los indicadores en ayunas antes de
cada una de las intervenciones, en ninguno de los grupos, como puede
observarse en la figura 24.

B HFM
) T 1 O HFM+S

1 . T T
; N

HOMA-IR IS10 ‘ HOMA-IR ‘ IS10 ‘

NO OBESOS ‘ OBESOS ‘

Figura 24. indices de insulinorresistencia en ayunas, previo a ambos tratamientos,
discriminados de acuerdo con la presencia de obesidad abdominal (NO/n=21;
O/n=21).

Los efectos postprandiales fueron evaluados mediante el calculo de los
incrementos bajo la curva para cada analito medido. Como puede observarse en
la figura 25, el agregado del aceite potencio los aumentos de glucosa e insulina en
presencia de obesidad adbominal, lo que podria corresponder a insuficiente
reserva metabdlica en este grupo como para hacer frente a ambas intervenciones.
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Figura 25. Efecto de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para glucosa e insulina, discriminados de acuerdo con la presencia de
obesidad abdominal.

El andlisis de la figura 25, permite poner en evidencia dos importantes eventos:

1. existe elevada similitud entre los efectos producidos con ambos alimentos, es
decir el agregado del aceite no parece modificar en gran medida la respuesta
metabdlica glucémica.

2. obesos y no obesos responden de manera diferente ante la ingesta de ambos
desayunos, es decir, la presencia de obesidad condiciona en gran medida el tipo
de respuesta a ambas ingestas

En efecto, el grupo con obesidad, que habia mostrado mayores indices de
resistencia a insulina en ayunas, responde con mayores incrementos para glucosa
e insulina, lo que es facilmente observable en la figura 26, que muestra la funcién
pancreatica de secrecion de insulina en respuesta a la ingesta, en la primera hora
(IGl1h) vy en el total de las 4 de horas de seguimiento (IGlap).
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Figura 26. Efectos de ambos tratamientos sobre los estimadores de funcién
pancreética postprandial, de acuerdo con la presencia de obesidad abdominal.

Este comportamiento gener6 indices de sensibilidad de HFM+S respecto a HFM,
similares al comparar los grupos NO OBESOS con OBESOS, tal como lo muestra
la Tabla 22.

Tabla 22 indice de sensibilidad a insulina post HFM+S respecto a HFM, de acuerdo con la
presencia de obesidad abdominal.

NO OBESOS OBESOS
25 50 75 25 50 75 p
ISI HFM+S 0.64 1.14 1.35 0.73 0.93 113  0.458

respecto a HFM

Tomando en consideracion que este indice toma el valor unitario cuando el efecto
sobre la sensibilidad de ambas intervenciones es idéntico, un valor levemente
superior, como el observado en el grupo de delgados, indicaria un mayor efecto
sobre sensibilidad a insulina en este grupo, el cual sin embargo no alcanza
significancia estadistica, posiblemente debido a la elevada variabilidad de las
respuestas obtenidas en ambos grupos.

Esto motivoé a analizar con mayor detenimiento el efecto de la complementacién
con aceite de Sacha inchi sobre las respuestas glucémicas, lo que permitio poner
en evidencias respuestas antagoOnicas, es decir, mientras algunos individuos
respondian al agregado de aceite con aumento en los niveles de glucosa, el resto
respondian en forma inversa.

Ese comportamiento es facilmente observable en los histogramas de frecuencia
gue muestran la magnitud de la diferencia entre los efectos de ambas
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intervenciones sobre el incremento del area bajo la curva para glucosa (IAUCpost
nemss - IAUCpost HFv) respecto a la presencia de obesidad, tanto del grupo
completo (Fig. 27) como discriminados en NO OBESOS (Fig. 28) y OBESOS (Fig.
29).

(IAUC G post HFM+S) - (JAUC G post HFM)

Figura 27. Distribucion de la diferencia entre los incrementos de las areas bajo las
curvas de glucosa con ambos tratamientos, en el grupo completo (n=42).

OOOOOOOO

:
N
By
N
| J
o
45000 10000

(AUCGp st HFM+ S) (AUCGp HFM)

Figura 28. Distribucion de la diferencia entre los incrementos de las areas bajo las
curvas de glucosa con ambos tratamientos, en el grupo sin obesidad abdominal
(n=21).
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Figura 29. Distribucién de la diferencia entre los incrementos de las areas bajo las
curvas de glucosa con ambos tratamientos, en el grupo con obesidad abdominal
(n=21).

Los histogramas de frecuencia permiten evidenciar que, en el grupo completo o
estratificado, los resultados se distribuyen en forma de campana de Gauss, con
una media de las diferencias cercana a 0, ello implica que, el agregado del aceite
produjo respuestas antagonicas. Es decir, mientras en algunos de los
participantes el consumo de HFM+S atenud el aumento de la glucemia observada
tras el consumo de HFM, lo que produce una diferencia menor que cero en la
gréfica, en el resto de ellos la respuesta a la complementacion tuvo el efecto
inverso, es decir potencié el aumento que se habia producido tras HFM.

Por esta razén, de acuerdo con el efecto del agregado del aceite de Sacha inchi
sobre el IAUC de la glucosa respecto al efecto obtenido con HFM, los grupos se
denominaron grupo de hiperglucemia atenuada (AHG/n=16) o grupo de
hiperglucemia elevada (EHG/n=26).

4.3.1.2 Caracterizacion de los sujetos de acuerdo con la respuesta glucémica
a HFM+S.

En este articulo se analizé qué caracteristicas de los participantes podrian estar

relacionadas con las diferencias en las respuestas glucémicas postprandiales,
derivadas tanto de la ingesta del desayuno rico en grasas (HFM), solo o
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complementado con aceite de Sacha inchi (HFM+S), y si estos efectos guardaban
relacion con la expresion de SIRT-1.

e Carbohydrate metabolism and gene expression of sirtuin 1 in healthy
subjects after Sacha inchi oil supplementation: A randomized trial.
(publicado Food & Function, 2018. DOI:10.1039/C7F001956D)

A. N. Alayon,® J. G. Ortega Avila® and I. Echeverri Jimenez®

Abstract

Background: The postprandial stage is related to cardiovascular risk and it
depends on the type of meal consumed. We study the effects of Sacha inchi oil on
the postprandial glycemic state caused by meals rich in fat. Methods and Results:
A double blind randomized trial in which 42 adult men ingested two breakfasts rich
in fat, one of them containing additionally 15 mL of Sacha inchi oil. Blood samples
were taken before or after 1 and 4 hours post-ingestion to quantify glucose, insulin
and lipid profile in serum. The insulinogenic and sensitivity indices were calculated
and the expression of sirtuin-1 in circulating mononuclear cells by gPCR was
determined. Results: Oil addition attenuated the increase of glucose in 16 (38.1%)
participants. This group showed a higher concentration of fasting triacylglycerides
(1.66 mmol/L, IQR: 1.13 to 2.18) than the other participants (1.26 mmol/L, IQR:
0.72 to 1.74; p=0.042) and sirtuin-1 expression at 4 hours post Sacha correlated
with glucose at the same time (r = -0.724; p=0.012), and with postprandial insulin
sensitivity (r = 0.636; p=0.035). Conclusions: The addition of Sacha inchi oil to a
highly fatty meal improves insulin sensitivity in people with higher basal
triglyceridemia and higher glycemic responses after a fat load. Under these
conditions, sirtuin-1 expression correlates with postprandial insulin sensitivity.

Keywords: sirtuin 1; insulin resistance; postprandial period; fatty acids,
unsaturated.

The intake of a meal rich in fat promotes a postprandial state characterized by the
increase of glucose, insulin and triacylglycerides, to varying degrees depending on
the composition of the meal and the degree of resistance to insulin (IR) of
subject.!?

The polyunsaturated fatty acids (PUFAS) of the w-3 series have been shown to
prevent IR®**. Therefore, their use has been promoted in replacement of saturated
fatty acids (SFA) as an option to facilitate adherence to dietary change.>®
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Among the proposed mediators of the response to PUFA intake, the histone
deacetylase protein Sirtuin 1 (SIRT-1) has shown direct and indirect effects on IR
and the development of diabetes mellitus type 2. Expression of SIRT-1 seems to
be regulated by the intake of glucose and SFA.””®

SIRT-1 is a NAD+ dependent deacetylase that acts on gene expression and
metabolic activity in response to the cellular energy state. It plays an important role
in glucose metabolism and improves glucose homeostasis. Its expression is lower
in the presence of obesity and insulin resistance.***

Linolenic and linoleic acids are synthetized by plants but not humans. For this
reason, they should be provided from external sources. Plukenetia volubilis, also
known as sacha inchi, sacha peanut or Inca peanut is native of tropical South
America, now also being cultivated commercially in other countries. The seeds of
Sacha inchi are an attractive vegetable oil source with a high content of ALA and
LA, polyphenols and antioxidants'**® and its consumption could improve the
postprandial metabolic responses of high fat intake.

Humans can transform ALA to EPA and DHA by a series of desaturase and
elongase enzymes.* Studies in humans® and in animals'®'’ have demonstrated
that w-3 fatty acids from Sacha inchi oil can be converted into DHA in the liver and
brain and could increase its level when supplied in the diet. Nevertheless, ALA
may also act by itself.*8

In addition, some studies have evaluated Sacha inchi oil (SIO) effects on lipid and
carbohydrate metabolism*®?, but the effects when used as complement of a high
fat meal, have not been explored yet.

Therefore, our objective in this study was to investigate the metabolic effects of
Sacha inchi oil (SIO) addition (to a breakfast rich in fat) on postprandial
carbohydrate metabolism and the expression of SIRT-1 in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC).

Materials and Methods
Subject selection

The sample was selected from the list of employees in a university institution, and
the subjects were summoned through visits to work sites. Based on a preliminary
interview, 143 male subjects were pre-selected. Only men were studied to factor
our hormonal influence. These participants were 29 to 64 years of age non-
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smokers who engaged in little physical activity. Randomization was done twice by
the SPSS software.

First, we used a random number table to choose 42 male subjects satisfying our
exclusion criteria for a second interview. The following exclusion criteria were
evaluated during the sampling: 1) Diagnosis of diabetes mellitus or dyslipidemia, 2)
intake of medication or vitamins, 3) diet or weight modification in the last two
months, 4) contraindication to fat intake or wheat flour. A total of 56 subjects were
interviewed, 13 were ruled out based on the exclusion criteria indicated and 1 who
did not agree to participate in the study. A second randomization step was
introduced to decide the order in which the participants would receive both
interventions.

All participants received information about the project and signed the informed
consent form. The study protocol was approved by the ethics committees of the
ICESI-Cali University and San Buenaventura University-Cartagena, Colombia, and
it was performed in accordance to the ethical standard established in the
Declaration of Helsinki. Registration: clinicaltrials.gov identifier: NCT02886169.

Design

A randomized cross-over blind trial, (patients and the lab technician), was
conducted to compare the effects of two different breakfasts. Both were designed
with similar taste, smell, and consistency characteristics. One of them referred to
as high fat meal (HFM) included 100 g of buttered bread and sweetened coffee
[874 cal, 59% came from fat (SFA 32%, MUFA 23%, PUFA 4%), 37% from
carbohydrates, and 4% proteins]. The other referred to as HFM+S, also included
15 mL of commercial SIO [998 cal, 65% from fat (SFA 30%, MUFA 20%, PUFA
15%)]. Participants were randomly assigned to a sequence of two test meals on
two separate days with a 2-week washout period, half receiving HFM and half
HFM+S. The participants were instructed to minimize changes in their diet and
physical activity during the test period and not to drink alcohol the day after each
intervention.

After overnight fast (12 hours), participants reported to the laboratory at 7:00 am
and a basal venous blood sample was taken by venipuncture. At time O the meal
was consumed (within 15 min) and blood samples were then taken at 1 and 4 h
after they finished the meal. Participants were allowed to drink water but no other
beverages and food, and they remained seated during the study.
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After the biochemical analysis of the samples, and according to the glycemic
response to the intakes, the subjects were classified into two groups. When the
glucose iAUC after HFM+S was higher than the value obtained after HFM, this
group was named enhanced hyperglycemic group (EHG). In the opposite case,
they formed the attenuated hyperglycemic group (AHG) (Fig. 30).
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Fig. 1 CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) diagram showing the flow of
participants through each stage of the trial.

Figura 30. CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) diagram
showing the flow of participants through each stage of the trial.

Sample processing

Blood samples were centrifuged 10 min at 2500 rpm at 4 ° C and the separated
sera were stored at -20°C until use. Glucose and triacylglycerides were measured
by spectrophotometric enzymatic methods using commercial kits. Insulin was
measured by enzyme immunoassay (Insulin-AccuBind).

Metabolic index

The homeostasis assessment model for insulin resistance (HOMA-IR) was
calculated by the method described by Mathews, 1995.%* The area under the curve
(AUC) of three points was calculated by the trapezoidal method and the net
incremental area (IAUC) by subtracting the basal values at each postprandial
value.?>?
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The function of the pancreatic beta cell was estimated in the first phase of
secretion by the insulinogenic index (IGI) [IGI = (Inse-Ins;) / (Go-Gi1), where
subscripts 0 and 1 correspond to fasting and 1 hour, respectively] and, in the
postprandial phase, from the ratio of areas under the curve of insulin and glucose
(AUCnsuiin / AUCgucose). The fasting insulin sensitivity index [ISI0 = 2/(Insuling, X
Glucoseon) +1] was calculated, where the subscripts 0/n mean the respective
fasting value divided by the normal average value, for glucose = 4.7 mmol/L and
for insuline = 2.3 mlIU/L, so the index is 1 under normal conditions. The
postprandial sensitivity index was calculated as ISlp, = 2 / (AUCglucose-HFM + s /
AUCGIucose-HFM X AUCInsuIin-HFM + S/ AUCInsulin-HFM +1) 27 . The index is greater than 1
when the oil addition improves the sensitivity to HFM and less than 1 on the
converse case.

Gene Expression Analysis

PBMCs were isolated from 22 participants, randomly selected (11 from AHG and
11 from EHG), using density gradient (Polymorphprep-Axis Shield) and stored in
RNAlater (Sigma Aldrich) at -70 ° C until processing. RNeasy Mini Kit (Qiagen) and
Super Script IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific); 100 ng/reaction
were used for the extraction of RNA and its retrotranscription. Expression of SIRT-
1 was measured on a 7500 Fast (Applied Biosystems) with GAPDH as the
reference gene, by triplicate. SYBER Green kit was used for gene expression. The
primers were: SIRT-1 forward: 5’GCTCGCCTTGCTGTAGACTT3' and reverse:
5'TGTGACAGAGAGATGGCTGG3' 28, GAPDH forward
5TGCACCACCAACTGCTTAGCS', reverse 5’GGCATGGACTGTGGTCATGAG3S..
The relative mRNA level for each transcript was calculated by the DDcycle
threshold (Ct) method DDCt was calculated as DCt at 4 h post-intake minus DCt at
baseline. The fold change in mMRNA expression was calculated as 2-DDCt.

Statistical analysis

The sample size (n = 42) was estimated considering a minimum difference of
triacylglycerides (TAG) between interventions of 0.55 mmol/L, a standard deviation
(SD) of 0.90 mmol/L, a power of 80%'%*" and an additional 15% for possible
defects. Data were expressed as mean * SD for variables with normal distribution
and as median and interquartile range (IQR) in the contrary case. A post hoc
analysis was done by comparisons between groups which showed different SIO
effects on glucose levels, to describe and compare the main characteristics of both
groups (more details are in Design).
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The area under the curve (AUC) was calculated by the trapezoidal method and the
net incremental area (IAUC) by subtracting the basal values at each postprandial
value. The Shapiro Wilk test was applied to evaluate normality and Levene test for
equality of variances. Student's t-test or Mann Whitney U test were used for
comparisons between the groups, and the Student's t-test for paired data or the
Wilcoxon signed-rank test were used for comparisons between the groups.
Correlations were expressed with Spearman's Rho coefficient. The analysis was
performed using the SPSS statistical package (Version 21.0, SPSS Inc., Chicago,
IL).

Results

The age of the 42 participants was 40.0 £ 8.9 years, their body mass index 26.6 +
4.8 kg / m2 and the waist circumference 4.1 + 12.0 cm, without significant
variations during the study time (data not shown).

In the whole group, the serum glucose at 4 hours was higher after the consumption
of HFM+S (4.77 mmol/L, IQR: 4.59 to 5.11), compared to HFM (4.62 mmol/L, IQR:
4.18 t0 4.93; p = 0.017). No significant differences were found in fasting and 1 hour
samples for glucose and insulin. The lipid levels were always similar with both
treatments (Table 23).

Tabla 23 Baseline and postprandial biomarkers data of all subjects with and without
Sacha inchi oil (n=42).

HFM HEM+S
Biomarker or
postprandial Time Median (25th/75th)  Median (25th/75th) p-value
index (hours)
0 4.93 (4.65/5.15) 4.92 (4.55/5.23) 0.698
&“rjncglff) 1 5.59 (4.66/6.26) 5.36 (4.90/6.60) 0.666
4 4.62 (4.18/4.93) 4.77 (4.59/5.11) 0.017
_ 0 13.68 (6.55/20.45)) 9.55 (5.15/17.88) 0.207
236‘:}8 1 37.65 (24.70/68.33)  38.6 (23.00/77.50) 0.520
4 11.3 (4.58/16.48) 10.20 (4.53/15.63) 0.827
0 4.21 (3.78/4.85) 4.43 (3.96/5.05) 0.094
(m;gl 1 1 4.42 (3.73/5.01) 4.52 (4.01/5.08) 0.075
4 4.39 (3.92/5.09) 4.45 (3.89/4.99) 0.308
0 1.23 (1.07/1.41) 1.22 (1.07/1.39) 0.605
(HZE/CL) 1 1.24(1.11/1.42) 1.22 (1.08/1.45) 0.388
4 1.22 (1.13/1.42) 1.22 (1.10/1.44) 0.871
0 1.37 (0.85/1.85) 1.10 (0.84/2.01) 0.392
(meAcﬁ/L) 1 1.74 (1.13/2.37) 1.53 (1.25/2.10) 0.524
4 2.15 (1.30/2.88) 1.87 (1.34/3.14) 0.886
IS, 0 0.98 (0.73/1.34) 1.11 (0.87/1.40) 0.163
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IGI 218.62 (- 453.66

(pmol/mmol) 1 17.71/365.92) (16.84/941.73) 0.449

AUC-Ins / AUC- 4 33.02 (21.45/56.33) 38.07 (18.67/62.82) 0.218
G (pmol/mmol)

TC: total cholesterol; HDL-C: high density cholesterol fraction; TAG: triacylglycerides; ISIO: index of
basal insulin sensitivity; IGI: insulinogenic index; HFM: high fat meal; HFM+S: high fat meal with
Sacha inchi oil; AHG: Attenuated Hyperglycemia Group; EHG: Enhanced Hyperglycemic Group.

However, in 16 (38.1%) of the 42 participants the SIO addition decreased the
IAUCg, conforming the Attenuated Hyperglycemic Group (AHG).

In the remaining subjects (61.9%) the oil increased the glycemic response being
grouped as Enhanced Hyperglycemic Group (EHG) (Fig. 31 and 32).
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Figura 31. Serum glucose and insulin concentrations during the study.
Values after HFM intake in dotted line and after HFM+S in continuous line. AHG (n=16) and EHG
(n=26) indicate subgroups. AHG: Attenuated Hyperglycemia Group; EHG: Enhanced
Hyperglycemic Group; HFM: high fat meal; HFM + S: high fat meal with Sacha inchi oil; hs: hours.
Las marcas * indican diferencias significativas entre tratamiento (* p< 0.05; **p<0.01)
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Asterisks indicate significant differences between AHG and EHG (* p <0.05; ** p <0.01), horizontal
lines mark differences between HFM and HFM + S, for each group. The bars indicate median
values and vertical lines interquartile ranges. AUC: area under the curve; AHG: Attenuated
hyperglycemic group; EHG: Enhanced hyperglycemic group; HFM: high fat meal; HFM + S: high fat
meal with Sacha inchi oil; hs: hours.

Subgroups were similar in age (AHG: 40.6 + 9.2; EHG: 39.7 + 8.9 years), body
mass index (AHG: 27.2 + 5.4; EHG: 26.2 + 4.5 kg / m2) and waist circumference
(AHG: 96.4 + 12.6; EHG: 92.7 + 11.6 cm, p = 0.749, 0.480 and 0.344,
respectively).

AHG showed a tendency to unhealthy values. The fasting and postprandial results
for each group are shown in Table 24.
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Tabla 24 Baseline and postprandial lipid concentrations after stratification.

AHG (n=16) EHG (n=26)
HFM HFM+S HFM HFM+S HEM  HFM+S
p-value p-value \%Iue p-value
Biomarker Time Median Median (HFM Median Median (HFM (AHG (AHG
(mmol/L) (hours)  (25th/75th) (25th/75th)  vs (25th/75th) (25th/75th) Vs vs Vs
HEM+S) HEM+S) {5 EHO)
4.49 458 411 4.21
TC 0 (3.99/532) (4295.16) %9 (367/459) (3.76/5.04) 0057 0087 0178
4.47 458 4.33 4.39
1 (4.07/5.42)  (42055.02) 080 (367485 (389515 005> 0306 0501
472 4.54 431 4.4
4 (4.11/5.45) (43055.25) 0790 (364/481) (366/485 0033 0133 0312
1.21 1.29 1.25 1.2
HDL-C 0 (120/1.45) (Lo2149) %897 (110140) (111135 0475 0717 0476
1.21 1.31 1.24 1.21
! (1.09/1.43) (102150 987 @1sm.40) (rospaz 034t 0907 0669
1.16 1.21 1.23 1.24
4 (L07/1.59) (L.03/1.45) 045 (115140) (113144 0741 0586 0660
1.62 1.39 1.19 1.05
TAG 0 (1292.11) (0.8812.47) %% (o75180) (0sy11 9609 0043 0017
1.84 1.65 157 1.47
1 (L472.46)  (1.332.90) 9% (102/233) (117188 078 0128 0200
2.41 2.16 1.72 1.69
4 (1.97/3.40) (154/3.62) 0498 (o728 (131258 0517 0029 0140

TC: total cholesterol; HDL-C: high density cholesterol fraction; TAG: triacylglycerides; HFM: high fat
meal; HFM+S: high fat meal with Sacha inchi oil; AHG: Attenuated Hyperglycemia Group; EHG:
Enhanced Hyperglycemic Group.

The effects of SIO addition on lipid profile were similar between groups, with a
tendency to a higher increase of TAG in the AHG group, as are shown in figure 33.
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Figura 33. Effects of both treatments on lipid profile, in the AHG and EHG groups.

TC: total cholesterol; HDL-C: high density cholesterol fraction; TAG: triacylglycerides; HFM: high fat
meal; HFM+S: high fat meal with Sacha inchi oil; AHG: Attenuated Hyperglycemia Group; EHG:
Enhanced Hyperglycemic Group.

SIRT-1 gene expression in PBMC

The postprandial expression of SIRT-1 in PBMC was similar with both breakfasts
when considering the complete group [FCurm: 1.23 (IQR = 3.27), FCypm + s: 1.14
(IQR = 3.26); p = 0.548] and also after stratification [AHG: FCuyem = 1.42 (IQR:
3.60) and FCppm + s = -1.02 (IQR: 3.25); p = 0.248; EHG: FCupm = 1.13 (IQR: 2.86)
and FCurv +s=1.18 (IQR: 3.56); p = 0.736)].

Although, in the AHG, the expression of SIRT-1 at 4 hours post-consumption of

HFM + S correlated negatively with the glucose IAUC (r = - 0.665, p = 0.025), and
positively with ISI (r = 0.636, p = 0.035)(Fig. 34).
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Figura 34. Correlation between Sirt-1 expression and ISI after HFM+S, in the
AHG group (r = 0.636, p = 0.035).

Discussion

To our knowledge, this is the first study to evaluate the acute postprandial effect of
Sacha inchi oil on changes in carbohydrate metabolism and expression of SIRT-1
produced by a fat load, in apparently healthy subjects.

We found that the concentrations of glucose and insulin with both breakfasts were
similar to the first postprandial hour, but at 4 hours post HFM + S the glucose was
higher, with no difference in insulin. These findings are adjusted with the increase
in RI reported after chronic ingestion of this oil in other studies.?®*

Although the addition of the SIO in the whole group did not modify insulin
sensitivity, individual responses showed opposite behaviors. The stratification
showed that AHG, which had responded to HFM with greater increase of glucose
and insulin compared to EHG, attenuated both parameters after the addition of the
oil. The EHG showed reverse behavior on both occasions. This behavior suggests
that the effects of oil would depend not only on its intrinsic properties but on the
individual's basal metabolic status ?**2, or even on other factors such as habitual
diet.>*3* In fact, the negative correlation between alpha linolenic acid concentration
in adipose tissue and IR is greater in thin individuals.®®

A recent meta-analysis shows that ALA intake for four months does not affect the
indicators of insulin resistance in people with diabetes mellitus type 2. However
ALA concentrations correlated with better levels of glycosylated hemoglobin A1C
and an inexplicable high heterogeneity was found, in agreement with our results.®
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In the other hand, Bermudez et al. found significant improvements in sensitivity
indicators related to ALA content, even in the presence of high levels of elevated
TAG.® The discrepancy could be explained by differences in the experimental
design - a higher MUFA content, consistency and composition of the food - or
could be related to particular metabolic characteristics of the participants.

In this way, higher levels of ALA in adipose tissue have been related to better
levels of insulin sensitivity, especially in people without abdominal obesity, which
has made it possible to suggest their inclusion in the diets of thin people to prevent
the development of insulin resistance.®> However, our results indicate that the
effects of oil supplementation may be affected by multiple metabolic conditions, in
addition to body weight. Therefore, the benefits of oil intake should be considered
in reference to such conditions.

Moreover, the development of insulin resistance could be part of a response
derived from adaptive mechanisms developed by primitive men to deal with stress
or famine. 3%

In accordance with the above, the increase in insulin resistance observed in
healthier individuals could be understood as a way to cope with fat overload by
delaying or preventing the entry of glucose into the tissues, in order to protect the
cells or, in the worst case, it could be a true deleterious oil effect on the
metabolism of carbohydrates.

An interesting find was the apparent lack of effect on glucose levels after the HFM
in the EHG. This could have been provoked by a greater gastric emptying time
after the high fat meal intake, without Sacha inchi oil, on this group, but similar
effects were not shown in the lipid biomarkers. Therefore, these effects would be
related to differences between both groups in the secretion or the action of
hormones that command gastric emptying or carbohydrate metabolism. *°

In fact, the application of pre-selection interviews and selection of participants tried
to ensure the group's homogeneity in health, eating habits and physical activity,
however, AHG showed a higher concentration of fasting TAG and also showed a
tendency towards IR indicators and less healthy lipid levels, similar to what was
reported in another study. *°

These differences seem to play an important role in explaining the outcomes.

In the AHG group, the expression of SIRT-1 after HFM + S correlated positively
with glucose sensitivity indicators, which would be consistent with the lower
expression found in people with type 2 diabetes mellitus ***? and altered metabolic
states. ®*® Such effects on the expression of SIRT-1 could result from the direct
action of some oil components or be a consequence of the attenuation of the
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glucose and insulin levels observed after its ingestion. In both cases, our results
suggest a relation between the action of SIRT-1 and the carbohydrate metabolism,
explaining in part the Sacha inchi oil effects.

The results reported in this study are the first to show the effects of the
consumption of SIO on the metabolism of carbohydrates and the expression of
SIRT-1, under similar circumstances to its possible use as a food supplement. The
strengths of this work include the pre-selection and selection of subjects that
ensured compliance with inclusion and exclusion criteria and helped minimize
differences in eating and physical activity habits. In addition, the design of the
study with random exposure to the two kinds of foods and their standardized
preparation allowed all subjects to receive identical treatments.

The limitations include the difficulty to control variables such as the lifestyle of the
subjects, aspects minimized by rigorous selection. Washout period was not done
at baseline, but the randomized assignment of both meals minimizes the effects
from previous higher or lower calorie ingestion. In order to reduce hormonal bias,
the sample comprised only male subjects; nevertheless, it limits direct
extrapolation of results to female subjects.

However, our results contribute to know the effects of this oil, which is important at
this time, especially because the cultivation of sacha inchi is being proposed as a
possible option for the improvement of quality of life in Colombian rural areas.**

In conclusion, the addition of SIO improved insulin sensitivity in the group with less
healthy metabolic status and greater glycemic responses to fat intake. Expression
of SIRT-1 in PBMC was associated with increased postprandial insulin sensitivity
in this group. Establishing how a person's basal metabolic status can determine
the metabolic response to PUFAs and its other compounds can help improve the
use of oils rich in these fatty acids, such as Sacha inchi oil.
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4.3.2 Efectos de HFM+S sobre el metabolismo postprandial de lipidos. (N=42)

El efecto mas notorio producido por el agregado de aceite de Sacha inchi al
desayuno rico en grasas fue la atenuacion de los incrementos de colesterol total
(Fig. 35) y fraccion no-HDL producidos por HFM (Fig. 37).

No se observaron, sin embargo, modificaciones sobre la fraccion HDL (Fig. 36) ni
sobre el aumento de TAG producido por la carga grasa (Fig. 38)
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Figura 35. Concentraciones de colesterol total en suero con ambos tratamientos

(n=42).
Las marcas * indican diferencias significativas respecto a ayunas y para HFM (*p<0.05; **p<0.01)
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Figura 36. Concentraciones de HDL-colesterol en suero con ambos tratamientos
(n=42).
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Figura 37. Concentraciones de no HDL-colesterol con ambos tratamientos
(n=42).
La marca * indica diferencia significativa respecto a ayunas y para HFM (*p<0.05)
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Figura 38. Concentraciones de triacilglicéridos en suero con ambos tratamientos
(n=42).

Las marcas * indican diferencias significativas respecto a ayunas, para cada uno de los
tratamientos (***p<0.001)
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En las figuras respectivas se observan los efectos del agregado del aceite sobre
CT, HDL y no HDL (Fig. 39) y TAG (Fig. 40), expresados como incrementos del
area bajo las curvas respectivas, con ambos tratamientos.

Estos resultados coinciden con lo hallado por Gonzales et al (2013) en un grupo
de personas con caracteristicas similares a nuestro grupo. En su investigacion
Gonzales et al observaron que el consumo de 15 mL de aceite de Sacha inchi
aumentaba los niveles de TAG y disminuia el colesterol de lipoproteinas ricas en
TAG a las 4 horas post ingesta, con el hallazgo de un aumento importante en los
niveles de ALA y DHA en plasma post intervencion [15].

Otros autores, interviniendo un grupo de individuos con hipercolesterolemia,
reportaron que dosis de 5 y 10 mL del aceite, sostenidas durante 4 meses,
ademas de ser efectivas para disminuir los niveles de colesterol total, LDL y no
HDL, lograban aumentar significativamente los niveles de HDL [14].
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Figura 39. Efecto de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la

curva para colesterol total, HDL y no HDL (n=42).
Valores de p comparan tratamientos.
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Figura 40. Efecto de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para TAG (n=42).

Estos hallazgos permiten evidenciar diferencias apreciables en las respuestas al
consumo del aceite, probablemente debidas a las caracteristicas particulares de
los participantes asi como a los tiempos en los cuales se realizd el estudio y
seguimiento de dichas respuestas.

Aungue las anteriores experiencias se realizaron con aceite, al igual que nuestro
trabajo, cabe destacar que estudios realizados con adultos jévenes
aparentemente sanos, habian mostrado que la ingesta directa de las semillas de
Sacha Inchi actuaba previniendo el aumento de los triglicéridos producido por la
ingesta de una comida rica en grasa [123].

Sumado a lo anterior, la ingesta de 30 g de semillas de Sacha Inchi diarios,
durante 6 semanas, mostré una notable mejoria de los perfiles lipidicos en el
grupo intervenido, comparado con un grupo similar que no consumié Sacha, con
disminucién en los niveles de colesterol total, fraccion en lipoproteinas de baja
densidad vy triglicéridos, y aumento de la fraccién HDL [124].

Sin embargo, y tal como se observd también para glicidos, en la evaluacién de los
efectos sobre lipidos se presenté una importante variacion entre los participantes,
aspecto que fue indagado en primera instancia revisando su relacion con la
presencia de obesidad abdominal a fin de esclarecer qué aspectos podrian estar
influyendo en tal variabilidad.

133



4.3.2.1 Relacién entre los efectos de HFM+S sobre el metabolismo
postprandial de lipidos y la presencia de obesidad abdominal.

El analisis del comportamiento de los subgrupos clasificados de acuerdo con la
presencia de obesidad permite evidenciar que esta condicion se halla relacionada
con la respuesta a la complementacion con el aceite.

Como puede observarse en la figura 41, en ausencia de obesidad, el aceite
revierte el aumento de colesterol total y no-HDL, lo que no sucede en los sujetos
obesos. No obstante la comparacion entre tratamientos no alcanza significacion
estadistica, en parte debido a la elevada variabilidad de respuesta, o que permite
pensar que otros factores, ademas de la presencia de obesidad abdominal,
pueden estar influyendo en las respuestas obtenidas.
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Figura 41. Efectos de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para colesterol total, HDL y no-HDL, discriminados de acuerdo con la

presencia de obesidad abdominal (n=21).
El valor de p compara tratamientos.

134



En lo que respecta a TAG (Fig. 42), si bien el grupo con obesidad tiene mayores
niveles en ayunas y postprandiales, las iIAUC para este marcador son similares
entre ambos grupos y para ambas intervenciones, lo que parece indicar que el
agregado del aceite no influencia de manera importante el aumento postprandial
de los TAG.

Sin embargo, es importante destacar que la presencia de obesidad se relacion6
con una tendencia a mayores respuestas postprandiales de TAG con ambas
ingestas, lo que resulta en un mayor riesgo cardiovascular en este grupo.
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Figura 42. Efectos de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para triacilglicéridos, discriminados de acuerdo con la presencia de
obesidad abdominal.

En conjunto, estos hallazgos podrian explicar en parte las diferencias en los
resultados obtenidos en otros estudios que han evaluado ingestas de este tipo de
aceite sin considerar la importancia del estado metabdlico en las respuestas.

4.3.3 Efectos de HFM+S sobre la respuesta inflamatoria postprandial. (N=42)

Las ingestas de HFM y HFM+S produjeron aumento en las concentraciones de
LPS (Fig. 43) lo que coincide con los reportes que indican que los LPS
provenientes de intestino alcanzarian la circulacion mediante un proceso
favorecido por el consumo de alimentos ricos en grasas y la formacion de
quilomicrones [139,140].
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No fue posible, sin embargo, evidenciar que el consumo del aceite de Sacha inchi
lograra disminuir la concentracion de LPS circulante tal como habia sido reportado
[151].
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Figura 43. Concentraciones de LPS en suero con ambos tratamientos (n=42).
Las marcas * indican diferencias significativas respecto a ayunas, para cada uno de los

tratamientos (***p<0.001)

Ambas ingestas produjeron similar aumento en la concentracion de PCR (Fig. 44).
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Figura 44. Concentraciones de PCRus en suero con ambos tratamientos (n=42).
La marca * indica diferencia significativa respecto a ayunas, para HFM+S (*p<0.05)
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A diferencia de este estudio, otros autores [152] no habian reportado aumento en
las concentraciones de PCR postprandiales en intervenciones similares, lo que
podria deberse a los héabitos alimenticios de nuestra poblacion, con mayor
exposicion previa a alimentos ricos en grasa, lo que ha mostrado incidir en la
respuesta postprandial de la PCR [153].

La ingesta de HFM no modifico los niveles basales de IL-6 en suero, a diferencia
del consumo del aceite de Sacha inchi el cual provocé su disminucién (Fig. 45).

El comportamiento postprandial de IL-6 ha sido motivo de controversia y se ha
sugerido que podrian estarse reportando aumentos producidos por la inflamacion
local derivada de la toma de muestra con catéteres [154,155], situacion que fue
controlada en nuestro estudio mediante las precauciones mencionadas
anteriormente.
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Figura 45. Concentraciones de IL-6 en suero con ambos tratamientos (n=42).
Las marca * indica diferencia significativa respecto a ayunas, para HFM+S (*p<0.05)
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Figura 46. Efectos de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para LPS y el aumento de IL-6 y PCR (n=42).

Tomando en consideracion que los factores inflamatorios, tales como LPS de
origen intestinal y citocinas como la IL-6 estan relacionados con la presencia y el
desarrollo de estados de IR [156], y de acuerdo con la linea de analisis de
resultados, se revisd la influencia de la presencia de obesidad abdominal,
respecto a las variables de inflamacién, lo que se presenta a continuacion.

4.3.3.1 Relacién entre los efectos de HFM+S sobre la respuesta inflamatoria
postprandial y la presencia de obesidad abdominal.
En el grupo sin obesidad abdominal el agregado de Sacha inchi se relacion6 con

mayor disminucion en IL-6, asi como con una tendencia a potenciar el aumento de
LPS y PCR (Figura 47).
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Figura 47. Efectos de ambos tratamientos sobre el incremento del area bajo la
curva para LPS y la diferencia entre tiempo 4 y ayunas de IL-6 y PCR,

discriminados de acuerdo con la presencia de obesidad abdominal (n=21).
La linea horizontal corresponde a la significacion estadistica de la diferencia entre A IL-6 con
HFM+S, de acuerdo con la presencia de obesidad abdominal.

Es importante destacar la elevada variabilidad en las respuestas en ambos grupos
y mas marcada en el grupo con obesidad, especialmente para LPS, lo que sugiere
gue la heterogeneidad de resultados podria estar incluyendo otros factores
metabolicos.

De acuerdo con lo publicado por Badoud, 2015 [27], y acorde con lo expresado
por otros autores, las respuestas dependen no solo de la presencia de obesidad
sino de las alteraciones metabdlicas que presenten los sujetos.

En otras palabras, la obesidad o la falta de ella no implican inequivocamente el
estado de salud metabdlica, siendo posible el hallazgo de personas delgadas
metabdlicamente enfermas y obesas metabdlicamente sanas.

Estas caracteristicas de salud, en su conjunto, serian las que definen la respuesta

al reto metabdlico de una ingesta y, probablemente, pudieran guardar alguna
relacion con el efecto derivado del agregado del aceite de Sacha inchi.

139



Por lo anterior, se clasificaron los participantes como metabdélicamente sanos (MH)
cuando presentaran de 4 o méas de las siguientes caracteristicas: BMI <28.0 kg
/m2, HDL-C > 1.00 mmol/L (39.0 mg/dL), LDL-C <2.60 mmol/L (100 mg/dL), TC
<5.20 mmol/L (200 mg/dL), HOMA-IR <1.95 or TAG <1.7 mmol/L (150 mg/dL).
Estos valores se tomaron a partir de la clasificaciéon propuesta por Badoud, 2015
[27].

Los resultados cruzados de ambas clasificaciones se observan en la figura 48.
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Figura 48. Distribucion porcentual de numero de no obesos y obesos, de acuerdo
con el estado de salud metabdlica.

Interesantemente, se hallé que un 33 % de los individuos con obesidad resultaron
metabdlicamente saludables. Resulta preocupante, sin embargo, que un 38 % de
personas sin obesidad presentaran caracteristicas metabdlicas que los ubicaron
en categoria no saludable. Dichas alteraciones pasarian desapercibidas si la
presencia de obesidad fuera un criterio previo para la realizacién de los examenes
clinicos de laboratorio, como suele suceder en la préactica diaria.

Luego de la estratificacion segun caracteristicas metabdlicas, se observd que el
agregado del aceite no modific6 el aumento de LPS producido por HFM, en
ninguno de los grupos, y aunque parece haber una tendencia a incrementar PCR
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en ausencia de alteraciones metabdlicas, esta no fue estadisticamente
significativa.

En este ultimo grupo, con mejores indicadores metabdlicos en ayunas, el
agregado del aceite de Sacha inchi potencié la caida de IL-6 (Fig.49). Los
resultados arroja similar analisis respecto al obtenido clasificando por obesidad,
excepto para la tendencia a potenciar el aumento de LPS tras el agregado de
Sacha que parecia observarse en el grupo sin obesidad, lo que probablemente
fuera un efecto derivado de las alteraciones del metabolismo, ajustadas tras la
nueva estratificacion.
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Figura 49. Efectos de ambos tratamientos sobre LPS, IL-6 y PCR, de acuerdo con
el estado de salud metabdlica (MH/n=20; MU/n=22).

La linea horizontal corresponde a la significacién estadistica de la diferencia entre A IL-6 con
HFM+S, de acuerdo con el estado de salud metabdlica.

Contrario a las concentraciones circulantes de IL-6, su expresion en PBMC
aumento en el grupo MH con ambas intervenciones [(Fold change post HFM=
+1.59 (RIC-3.95/2.77) y post HFM+S= +1.41 (RIC-1.30/2.98)], mientras que
disminuyo en el grupo MU [(Fold change post HFM= -1.19 (RIC-1.72/1.93)], con
mayor efecto tras consumir el aceite [Fold change HFM+S= -1.83 (RIC-4,82/-0,01),
p=0,017]. La inclusion en el analisis estadistico de los valores atipicos (Figura 50)
no alter6 los resultados ni las conclusiones que se derivan de su analisis.

141



50
o
25 —
?'_
o A V T
0o 77 Z 7
. , S
ZZ 72
2.5= -5 )
[8] [i
[w]
50- *° 10
(o]
1 ] ] ]
HFM HFM+5 HF HFW+5
MH MU
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En el grupo MH el consumo del aceite produjo una mayor disminucién en la
concentracion circulante de IL-6, con escaso efecto sobre su expresion en PBMC,
lo que sugiere que los niveles en suero de IL-6 no siempre reflejan la produccion
en los monocitos circulantes. Otros tejidos, como el adiposo [118] y el muscular,
gue intervienen en el metabolismo de esta citocina, han mostrado ser sensibles a
la etapa postprandial y depender del estado metabdlico, por lo que sus aportes asi
como la cinética de su metabolizacién, podrian explicar los resultados observados.

En el grupo MU, el aceite se relacioné con disminucion de la expresion de IL-6 en
PBMC (p=0.017). En este grupo, con la ingesta del aceite también se perdi6 la
correlacion entre el incremento LPS y la expresion de IL-6 (r=0.729; p=0.005)
observada tras la ingesta de HFM. Este efecto podria corresponder a respuestas
diferentes frente a los compuestos del aceite de sacha inchi (PUFA, polifenoles y
otros antioxidantes) debido a la condicion metabdlica de cada grupo.

Estos resultados sugieren que el papel de los monocitos circulantes durante la
respuesta aguda a la ingesta, seria diferente dependiendo del estado metabdlico
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del individuo, lo cual genera interrogantes para futuras investigaciones con mayor
numero de marcadores e intervenciones mas prolongadas.

El andlisis detallado de los resultados estratificados de acuerdo con la presencia
de alteraciones metabdlicas simultdneas se encuentra en fase de publicacion y se
presenta a continuacion.

4.3.3.2 Relacién entre los efectos de HFM+S sobre lipidos e inflamacion
postprandiales y el estado de salud metabdlica.

En este articulo se analiza de qué manera el estado metabolico se relaciona con
la respuesta lipidica e inflamatoria derivada de la ingesta de una comida rica en
grasas (HFM) y con los efectos producidos por el agregado de aceite de Sacha
inchi (HFM+S).

e The effects of adding of Sacha inchi oil on postprandial inflammation
and lipid profile are related with metabolic status. Randomized
Clinical Trial (sometido a evaluacion en revista cientifica)
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SUMMARY: Sacha Inchi Oil (SIO) is an attractive source of polyunsaturated acids
oil. A randomized double blind cross-over clinical trial was done to evaluate the
influence of metabolic status on SIO effects on lipid profile and postprandial
inflammatory state caused by high fat intake. For this, 20 metabolically healthy
(MH) and 22 metabolically unhealthy (MU) subjects consumed a high-fat breakfast
alone or supplemented with SIO. The lipid and inflammatory markers were
measured in serum upon fasting, and after one and four hours after breakfast. The
expression of interleukin-6 (IL-6) was determined in mononuclear cells. In the MH
group, SIO reversed the cholesterol increase and decreased interleukin-6
concentration. In MU group, SIO avoided lipopolysaccharides increase and
interleukin-6 expression. The effects of a high fat meal on postprandial lipids and
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inflammation could be modified by the addition of SIO, but the outcomes depend of
the metabolic status.
KEYWORDS: Diet, High-Fat; Inflammation; Lipid Metabolism; Postprandial Period

RESUMEN: Sacha inchi (SIO) es una atractiva fuente de &acidos grasos
poliinsaturados. Se realiz6 un ensayo clinico doble enmascarado aleatorizado
para evaluar los efectos del agregado de SIO sobre los cambios lipidicos e
inflamatorios postprandiales causados por una ingesta de grasas, en sujetos con
diferentes estados metabdlicos. Para ello, 20 individuos saludables (MH) y 22 no
saludables (MU) consumieron un desayuno rico en grasas, solo o complementado
con SIO. Se midieron en suero lipidos y marcadores inflamatorios en ayunas y a
la hora y 4 horas post consumo y expresion de interleucina 6 (IL-6) en células
mononucleares de sangre periférica. En MH, SIO revirtié el aumento de colesterol
y disminuyé la concentracion de IL-6. En MU, SIO evitd el aumento de
lipopolisacéaridos y de la expresion de IL-6. Los cambios postprandiales de una
comida rica en grasa pueden ser modificados por la adicion de SIO, pero los
resultados dependen del estado metabdlico.
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Abbreviations

BMI Body mass index

DHA Docosahexaenoic acid

EPA Eicosapentaenoic acid

FC Fold change

G Glucose

HDL-C High-density lipoprotein cholesterol
HFM High fat meal

HFM+S High fat meal with Sacha Inchi Oil
HOMA-IR Homeostasis Model Assessment-insulin resistance index
hs-CRP High-sensitivity C-reactive protein

IAUC Incremental area under the curve
IL-6 Interleukin 6

IQR Interquartile range

LDL-C Low-density lipoprotein cholesterol
LPS Lipopolysaccharides

MH Metabolically healthy

MU Metabolically unhealthy

MUFA Monounsaturated fatty acids
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PBMC Peripheral blood mononuclear cell

PUFA Polyunsaturated fatty acids
g-PCR Quantitative polymerase chain reaction
r Spearman’s rank correlation coefficient
SFA Saturated fatty acids
SIO Sacha inchi oll
TAG Triacylglycerides
TC Total Cholesterol
wC Waist circumference
INTRODUCTION

In the postprandial stage, the increase of TAG-rich lipoproteins in circulation has
been related to entry of intestinal bacterial lipopolysaccharides and to activation of
cytokine release cascades and increase in inflammation markers such as IL-6 and
C reactive protein (Herieka and Erridge, 2014; Vors et al., 2015).

These postprandial changes have been associated with development of
cardiovascular disease (Borén et al., 2014) and their magnitude seems to be
related to metabolic status of individuals and intake content (Badoud et al., 2015;
Schwander et al.,, 2014). Saturated Fatty Acids (SFAs) promote inflammatory
reactions, while w 3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and polyphenols
cause the opposite effect, so their consumption is considered beneficial for health
(Guess et al., 2016; Derosa et al., 2016).

An attractive source of PUFAs are vegetable oils, such as those extracted from the
seeds of a wild oleaginous called Sacha Inchi (Plukenetia volubilis), which contains
high levels of alpha-linolenic (18:3n-3) and linoleic acids (18:2n-6) and
polyphenolic compounds (Chirinos et al., 2013).

Some studies have evaluated Sacha inchi oil (SIO) effects on lipids and
carbohydrates (Gonzales et al., 2014; Huaman et al., 2008; Huaman et at., 2012;
Garmendia et al., 2011; Gonzales et al., 2014a), but the effect on postprandial
inflammatory response induced by saturated fat intake, has not been explored yet.

Taking into account the above, a randomized double-blind crossover clinical trial
was carried out in order to evaluate the influence of metabolic status on the effect
of SIO on lipid profile and the postprandial inflammatory state caused by the intake
of a high-fat breakfast.
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1. MATERIALS AND METHODS
1.1. Study design

A randomized cross-over trial, in which the patients and the lab technician were
blinded, was conducted to compare the effects of two different breakfasts. Both
were designed with similar taste, smell, and consistency characteristics. One of
them, named high fat (HFM) included 100 g of buttered bread and sweetened
coffee [874 cal, 59% came from fat (SFA 32%, MUFA 23%, PUFA 4%), 37% from
carbohydrates, and 4% proteins]. The other, named HFM+S, also included 15 mL
of commercial SIO [998 cal, 65% from fats (SFA 30%, MUFA 20%, PUFA 15%)].
Participants were randomly assigned to a sequence of two test meals on two
separate days with a 2 weeks washout period and were randomized to ensure that
half were given HFM and half HFM+S.

After an overnight fast, participants reported to the laboratory at 7:00 am and a
venous blood sample was taken by venipuncture and a meal was consumed within
15 min and blood samples were then taken at 1 and 4 h after the meals.
Participants were allowed to drink water but no other beverages and food and they
remained seated during the study and were instructed to maintain their usual
lifestyle in the periods between the meals. The samples for inflammatory markers
were taken in different arms and in veins of easy access.

All the subjects signed informed written consent and all the experiments were
conformed to the principles set out in the WMA Declaration of Helsinki. Protocol
was approved by the ethics committees of ICESI University and University of San
Buenaventura. This trial is registered at ClinicalTrials.gov as NCT02886169.

1.2. Participants, inclusion/exclusion criteria

The sample size was calculated by estimating a minimum TAG difference of 0.6
mmol/L, with a SD=0.9 mmol/L, a power of 80% (Huaman, et al 2008; 2012), and
by assuming a drop out of 15%, calculated per group, n=21. In order to reach this
sample size, 143 subjects were initially pre-selected, who met the inclusion criteria
(male gender, 29-64 age range, non-smokers, and low physical activity). From
these, 56 subjects were assessed for eligibility, but 14 were excluded. Finally, 42
subjects were selected by stratified random sampling according to waist
circumference (292.0 cm or <92.0 cm).

The following exclusion criteria were evaluated during the random sampling: 1)
Diagnosis of diabetes mellitus or dyslipidemia, 2) intake of medication or vitamins,
3) diet or weight modification in the last two months, 4) contraindication to fat
intake or wheat flour.
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After the biochemical analysis of the samples, participants were classified in the
MH group if they fulfilled four or more of the following characteristics: BMI <28.0 kg
/m2, HDL-C> 1.00 mmol/L, LDL-C <2.60 mmol/L, TC <5.20 / mmol/L, HOMA-IR
<1.9 or TAG <1.7 mmol/L. These values were taking from Badoud et al. (2015).

Those who did not fulfill these criteria were classified into the MU group. The flow
diagram is shown in Figure 51.

Assessed for eligibility (n=56)

Excluded (n=14)
. Exclusion criteria (n=13)
. Declined to participate (n=1)

Stratified random sampling

JuauIoIay

WC =92 cm, n=21 l WC <92 cm, n=21

Randomised (n=42)
|

HFM (0=21) |- __{HFM+S (n=21)

Washout ( 2 weeks)

TOoIned0[[e UOIUaATI2IU]

HFM (n=21) ¢~ S HFM + S (n=21)
l o
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. * Lost to follow-up (n=0) . =
Metabolically healthy | Metabolically unhealthy| @
(n=20) (n=22) @

Figura 51. Flow diagram of enrollment, random assignment of the intervention,
withdrawals and follow-up of the study subjects.

1.3. Sample processing

Sera were separated and preserved at -20 °C until processing. Glucose and lipid
concentrations were measured with commercial kits.

Insulin and IL-6 were measured by enzyme immunoassay (Insulin-AccuBind and
Human IL-6 High Sensitivity-eBioscience, respectively). HOMA-IR index was
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calculated as Fasting glucose (mmol/L) x Fasting insulin (uU/mL) / 22.5. Hs-CRP
was determined by immunoturbidimetry (CRP-ULTRA Spinreact).

LPS were quantified by the chromogenic end-point method (QCL-1000™ Endpoint
Chromogenic LAL Assays-Lonza), prior serum dilution 1/20 on pyrogen-free water
and inactivation at 75° C for 15 minutes.

1.4. Gene Expression Analysis

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from 10 mL of whole
blood by density gradient using Polymorphprep (Axis Shield) and were preserved
in RNAlater® (Sigma Aldrich) at -70 °C until processing.

RNA extraction was performed by RNeasy Mini Kit (Qiagen) and Retrotranscription
by Super Script IV Reverse Transcriptase® (Thermo Fisher Scientific), with 100
ng/reaction.

Expression of IL-6 was measured on a 7500 Fast (Applied Biosystems) in
triplicates in 22 samples, with the following primers: IL-6 forward
5'GTGGCTGCAGGACATGACAASZ, reverse IL-6
5TGAGGTGCCCATGCTACATTT3' (Chen, Shao, Wu, Huang, & Lu, 2016).
GAPDH was used as reference (forward 5TGCACCACCAACTGCTTAGC 3,
reverse 5GGCATGGAC-TGTGGTCATGAG 3'). SYBR™ select master mix was
used for gene expression.

Relative mRNA level for each transcript was calculated by the DDcycle threshold
method (Ct) (Livak, & Schmittgen, 2001). DDCt was calculated as DCt at 4h after
eatingDrg]inus DCt at fasting level. Fold change in mMRNA expression was calculated
as 2°°%,

1.5. Statistical analysis

Shapiro-Wilk test was used in order to assess normality and Levene test for
equality of variances. Dates were expressed as mean and standard deviation, or
median and interquartile ranges.

Student T-test or Mann-Whitney U-test were used in order to compare MH vs MU
groups; and paired samples T-test or the Wilcoxon signed-rank test were used in
order to between sample times.

Intervention effect was measured as three-point incremental area under the curve
(IAUC), and calculated by trapezoidal method prior subtraction of fasting values to
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each postprandial (Guerci et al., 2001; Carstensen et al., 2003). Correlations were
expressed with Spearman rank correlation coefficient. Data were analyzed using
SPSS software (Version 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

2. RESULTS
2.1. Subjects
From 42 subjects, 20 were classified as metabolically healthy (MH) and 22

metabolically unhealthy (MU). Groups were equal in age range and fasting glucose
(Table 25).

Tabla 25 Anthropometric features, glucose, insulin and HOMA-IR at baseline
discriminating by metabolically healthy (MH) and metabolically unhealthy (MU).

MH (n=20) MU (n=22)
IC95% Difference p-value
Mean (DS) Mean (DS)
Age (years) 38.7 (8.2) 41.3 (9.6) -8.1a3.0 0.357
BMI
25.0 (3.8) 28.0 (5.3) -5.9a-0.2 0.039
(kg/m2)
WC (cm) 89.3 (10.9) 98.5(11.3) -16.2a-2.3 0.010
Glucose
4.9 (0.4) 4.9 (0.4) -0.3a0.2 0.541
(mmol/L)
Insulin
8.1 (5.5) 15.0 (8.8) -11.6a-2.3 0.005
(mUI/L)
HOMA-IR 1.8 (1.2) 3.3(1.9) -2.6a-0.5 0.004
2.2. Lipids

TC and TAG in MU were higher than MH at baseline and post intake. Figure

52 shows the effects of the HFM and HFM+S intake on serum TC (a), HDL-C (b)

and TAG (c). The addition of SIO attenuated the increase of TC in the MH group
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[IAUCHFM 0.27mmol/L/4h (|QR-OO7/081), iAUCHFM+5: -0.18 mmol/L/4h (|QR -
0.49/0.31) p=0.037], as shown in Figure 51 (d).
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Figura 52. Effect of HFM and HFM+S intake on fasting and postprandial
concentrations of the plasma total cholesterol (a), HDL-cholesterol (b),
triacylglycerides (c), and iIAUC of lipid profiles (d), in MH group (n=20) and MU
group (n=22).

All the values are shows as medians. The HFM intake is in open circles and bars and the HFM+S
intake is in black ones. The continuous line indicates the MH group, while the discontinue line
indicates the MU group. * corresponds to significant differences, respect to fasting: *p<0.05; and ***
p<0.001.

2.3. Inflammation biomarkers
In contrast to the circulating concentrations of IL-6, the expression of this

cytokine in PBMC increased in the MH group with both interventions
[((FCHrm=11.59 (IQR:-3.95/2.77) and FCpem+s=+1.41 (IQR:-1.30/2.98)].
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In MH, SIO was associated with IL-6 decrease in serum (p=0.001). Basal hs-
CRP levels were similar between groups, but trending towards higher values in the
postprandial stage, with higher increases in the MU group. SIO consumption did
not modify significantly hs-CRP response in any group (Figure. 53).

In MU, the addition of SIO attenuated the LPS increase produced by HFM
intake [LPShem: 1.15EU/mL  (IQR: 0.81/1.66); LPSpewmss: 1.04EU/mL  (IQR:
0.59/1.31) p=0.031] and suppressed the post HFM correlations between the TAG
and LPS concentrations up to 4 hours (r= 0.568; p=0.006).
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Figura 53. The effect of both treatments on fasting and postprandial inflammation
variables into metabolically healthy (MH / n=20) and unhealthy (MU / n=22)

groups.
Bars indicate median values. Asterisks mark (*) corresponds to significant differences, respect to
fasting: * p<0.05; ** p<0.01, and *** p<0.001.
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In the MU group, the expression decreased after SIO [(FCxrw= -1.19 (IQR:-
1.72/1.93) and FCppms+s =-1.83 (IQR:-4,82/-0.01), p=0.017] and SIO intake annulled
the correlation between LPS increasing and IL-6 expression observed after HFM
intake (r=0.729; p= 0.005).

3. DISCUSSION

SIO is a powerful source of PUFAs and polyphenols, and its intake has been
related to improving of lipid and inflammatory markers. However, according with
our knowledge, this is the first evidence about its postprandial effects related to its
use as a supplement of a high fat meal, in individuals with different metabolic
status.

The adding of SIO reduced the TC increase in both groups and reversed it in
MH group, but it had a null effect on HDL-C and TAG. Probably, the effects related
to the HDL-C increase and TAG decrease previously reported (Gonzales et al.,
2014a; Huaman et al.,, 2012; Gamarra et al, 2015) could be explained by its
consumption for longer periods in those studies.

In agreement with other studies, fasting hs-CRP levels were similar between
groups, but trending towards higher values in the postprandial stage, with higher
increases in the MU group (Shrivastava et al., 2015; Wagmaker et al., 2015;
Demmer et al., 2016). These results are consistent with higher levels of chronic
inflammation in subjects with worse metabolic status. The adding of SIO did not
affect hs-CRP.

However, SIO intake was associated with IL-6 decrease in serum, principally
for the MH group probably due to a higher sensitivity to anti-inflammatory action in
the absence of metabolic disorders (Vankova et al., 2016). This is the first study to
show the effect of SIO on IL-6 levels on postprandial stages, although similar
results have been reported with chronic supplements using other n-3 fatty acids
(Kiecolt et al., 2012). The increase of this marker reported in previous studies had
been related to the local inflammatory reaction derived from sample collection
(Thompson et al.,, 2009; Haack et al., 2002) rather than a true postprandial
response. Such possibility was controlled in our study by the procedure used in the
sample collection.

In MU group, SIO consumption attenuated LPS increase and suppressed the
correlation between LPS and TAG. It could reflect an inhibitory effect of PUFAs on
LPS entry into circulation, as reported in animals (Mani et al., 2013) and human
(Kell et al., 2015; Lyte et al., 2016; Schwander et al., 2014), even in the presence
of high triacylglycerides levels. This effect could be depended of the metabolic
status, with better outcomes in presence of the features of the metabolic
syndrome.
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Only in the MH group, SIO produced a meaningful IL-6 decrease in circulating
concentration, but the effect on PBMC expression was low. It suggests that IL-6
levels in serum do not always reflect production in circulating monocytes, as same
as found Jimenez et al (2009). Adipose and muscle tissues are involved in
metabolism of this cytokine and they have shown sensitivity to postprandial stage
and dependency on metabolic status, hence, their contributions could explain the
observed results (Travers et al., 2017; Gregersen et al., 2012). By contrast, in the
MU group, SIO was more effective in IL-6 expression decreasing in PBMC
(p=0.017). In this group, correlation between LPS increasing and IL-6 expression
observed after HFM intake was lost. This effect could be explained by a different
response due to their metabolic condition or could be related to its effect on LPS
entry from the gut, previously mentioned. This raises important questions for
further investigations.

The strength of our study is the design of a meal with similar organoleptic and
similar caloric local food features, in order to simulate the effect of SIO as a dietary
supplement. A standardized protocol for preparation of all components of the
breakfast meal ensured the homogeneity of the interventions and the absence of
preservatives or flavoring additives. The absence of desertion in this study
preserved statistical power and ensured the validity of our results and we
controlled the possibility of an increase of IL-6 derived from sample collection.

The limitations include the difficulty to control variables such as lifestyle of the
subjects, aspects minimized by rigorous selecting. In order to reduce hormonal
bias, the sample comprised only male subjects; however, it limits direct
extrapolation of results to female subjects.

In conclusion, adding SIO to a high fat meal attenuates TC increase and
reversed TC increased in the MH group. Nevertheless, it does not modify HDL-C
levels nor postprandial TAG increase. In relation to inflammation, in the MH group,
intake of SIO significantly decreased IL-6 levels in serum. In MU group SIO intake
reduced LPS increase and IL-6 expression, even so did not alter hs —CRP. These
findings suggest that the effects of a high fat meal on postprandial lipids and
inflammation could be modified by the addition of SIO, but the outcomes depend of
the metabolic status.
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5. DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos con esta investigacion permiten evidenciar que el
agregado de 15 mL de aceite de Sacha inchi a una comida rica en grasas logra
modificar parte de los efectos postprandiales derivados de dicha ingesta, sin
embargo, los cambios que se producen son cuali y cuantitativamente diferentes,
dependiendo del estado metabdlico del individuo.

Sobre el metabolismo de los hidratos de carbono, el agregado del aceite muestra
efectos antagonicos. En una parte de los participantes incrementa la descarga
insulinica y la concentracion de glucosa circulante, lo que se ve reflejado en una
disminucién significativa de los indices de sensibilidad a la hormona. Este grupo,
sorprendentemente, presentaba valores en ayunas mas saludables, que incluian
concentraciones mas bajas de TAG.

El resto del grupo, responde al agregado del aceite con escaso incremento en las
concentraciones de glucosa y menores relaciones insulina/glucosa, lo que permite
estimar una tendencia hacia la mejora de la sensibilidad a la insulina, aunque los
indices no se modificaron en magnitud estadisticamente significativamente.

Estos hallazgos coincidirian con los minimos efectos reportados para la
prevencion de diabetes mellitus, relacionados con la ingesta de acidos grasos w-3,
de fuentes marinas y vegetales [9] y con los reportes de metanalisis de estudios
de intervenciones con acidos grasos de diversos origenes [157]. Los efectos
observados resultan coherentes con las evidencias reportadas, las cuales indican
gue la inclusion dietaria de PUFA parecen tener un efecto positivo en la
prevencion de la enfermedad crénica, por accion del acido graso original, o previa
conversion a acidos grasos de cadena mas larga, como el EPA y el DHA.

Sin embargo, seria importante destacar que la presencia de LDL pequefas y
densas enriquecidas en PUFA y alojadas en el espacio abluminal en presencia de
oxigeno y metales como el Fe™ o el Cu"™, podrian ser susceptibles de
peroxidacion que es el primer paso en la formacion de células espumosas y
eventualmente progresar a estria grasa y placa ateromatosa. La presencia de
antioxidantes presentes en el aceite de Sacha Inchi muy posiblemente podria ser
atil para amortiguar este efecto, tal como ha sido reportado por otros autores
[158], una vez fueran incluidos en las lipoproteinas o hubieran podido alcanzar
dicho espacio, situacion cuya elucidacion excede el alcance del presente estudio y
debera ser abordada en investigaciones posteriores.

En personas con diabetes mellitus tipo 2, un metanalisis reciente mostré que la
ingesta de ALA sostenida por varios meses no parece afectar los indicadores de
insulinorresistencia, sin embargo sus concentraciones correlacionan con mejores
niveles de hemoglobina glicosilada A1C. Este mismo articulo refiere una
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inexplicable alta heterogeneidad la cual limita el alcance de sus conclusiones,
aspecto que resulta ser congruente con nuestros resultados, y pone de manifiesto
el elevado numero de variables que influyen en los efectos derivados de estas
intervenciones [159].

Un estudio que comparé el efecto postprandial de una carga grasa control, frente
a otra con un discreto aumento de MUFA y PUFA, solo mostr6 una leve mejora en
los indices de sensibilidad con esta Ultima, aunque sin diferencias significativas
[11], lo que contrasta con lo reportado por Bermudez y cols, quienes hallaron
mejoras significativas en los indicadores de sensibilidad, relacionadas con el
contenido de ALA, inclusive en presencia de niveles elevados de TAG [73]. Las
diferencias en los disefos, incluyendo el contenido de MUFA, la consistencia y
composicion de los alimentos y la muestra incluida, en los diferentes estudios,
podrian estar impidiendo la adecuada comparacion de los resultados.

Niveles superiores de ALA en tejido adiposo se han visto relacionados con
mejores niveles de sensibilidad a insulina, especialmente en personas sin
obesidad abdominal, lo que ha permitido sugerir su inclusion en las dietas de las
personas delgadas para prevenir el desarrollo de resistencia a insulina [73], no
obstante nuestros resultados parecen indicar que los efectos de la suplementacion
con el aceite estdn afectados por multiples condiciones metabdlicas, ademas del
peso corporal, razon por la cual los beneficios de su consumo deberan ser
considerados dependiendo de la presencia de condiciones tales como el
sobrepeso, la obesidad, la resistencia a insulina o las dislipidemias.

Es mas, el desarrollo de insulinoresistencia podria ser parte de una respuesta
derivada de mecanismos de adaptacion desarrollados por el hombre primitivo para
hacer frente a estados de estrés o hambruna [160], o ser parte de la estrategia
para evitar la apoptosis de las células como consecuencia del aumento desmedido
del ingreso y depdsito de glucosa, lipidos o metabolitos derivados de éstos [26].

De acuerdo con lo anterior, el aumento de insulinorresistencia que observamos en
individuos més saludables podria ser entendido como una manera de hacer frente
a la sobrecarga grasa, retrasando o impidiendo el ingreso de la glucosa a los
tejidos, en aras de proteger las células, aunque no puede descartarse que refleje
un verdadero efecto deletéreo sobre el metabolismo de los hidratos de carbono,
efecto que podria cuestionar su uso en personas saludables.

Un hallazgo interesante fue la correlacion positiva hallada entre la expresion de
SIRT-1 y el indice de sensibilidad a insulina, verificada en el grupo que atenué el
aumento glucémico tras el agregado del aceite. Lo anterior resulta coherente con
la relacién reportada entre la activacibn de esta enzima y las mejoras del
metabolismo de glucidos [161], por lo que nuestros hallazgos sugieren que la
tendencia hacia el incremento de la sensibilidad a insulina, en el grupo con
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indicadores basales menos saludables, podria estar mediada por cambios en la
expresion de esta desacetilasa, estableciendo un posible enlace entre ambos
eventos, lo cual debera ser explorado en estudios posteriores.

Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en la expresion de
SIRT-1 en PBMC, al comparar segun la presencia de salud metabdlica u
obesidad, a diferencia de varios estudios que han reportado menores expresiones
en personas con sindrome metabdlico o resistencia a insulina [6, 162].

Aunque no se ha descartado que ALA actle directamente, su mayor actividad se
ha relacionado con su capacidad de convertirse en EPA y DHA. Esta conversion
requiere del concurso de enzimas desaturasas delta 5 y 6 y elongasas. Aunque
el aumento en la ingesta de ALA se ha visto reflejado en incrementos de EPA y
DHA, la tasa es baja, aproximadamente de 0.2% to 8% para EPA y de 0.05-4%
para DHA y ademas depende del tipo de variante genética de las enzimas
mencionadas [163] y de su grado de actividad, todo esto relacionado con el
estado metabdlico [164].

El hecho de que la capacidad de metabolizar ALA y convertirlo en estos derivados
activos se relacione con el estado metabodlico, agrega nuevas variables
individuales que pueden contribuir a explicar la elevada heterogeneidad de los
resultados, a la vez que soporta la diferencia de respuestas al agregado del aceite
en presencia de distintos estados metabdlicos.

Sobre el metabolismo lipidico, los resultados mas prometedores involucran la
disminucién de las concentraciones de colesterol total y no HDL, mas notorio en
los individuos metabodlicamente mas saludables, condicion que podria proveer un
mejor escenario para el efecto del agregado del aceite. En caso contrario, la
presencia de fallas metabdlicas parece prevalecer y contrarestar los efectos
favorables de la intervencion, de manera similar a lo reportado para la resistencia
a insulina [76]. A diferencia de lo hallado por otros autores [15,124,165], la adicion
del aceite no incrementd el HDL-colesterol ni logré una disminucién significativa de
TAG. Es probable que estos efectos puedan requerir consumos durante un mayor
periodo, y no ser evidenciables en evaluaciones agudas postprandiales como las
de este trabajo.

En lo que respecta a inflamacion, el grupo con metabolismo menos saludable
mostr6 mayores concentraciones de PCR en condiciones basales, como era
esperable, pero el aumento postprandial no logré verse afectado por el agregado
del aceite, lo que podria deberse a la ausencia real de efecto o0 a una cinética de
produccion de PCR que no permitiera evidenciar cambios en los tiempos
evaluados.

El agregado de SIO se asocio con disminucion de los niveles de IL-6 en mayor
magnitud en ausencia de desordenes metabolicos (grupo MH), lo que podria
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deberse a una mayor sensibilidad a los efectos antinflamatorios de los
componentes del aceite o ser derivados de una mejor accién insulinica [166,167].
La disminucion de II-6 verificada tras la ingesta de ambos alimentos y con mayor
magnitud en ausencia de obesidad y alteraciones metabdlicas, podria ser parte
del control de su funcion tradicional inflamatoria, en etapas postprandiales
tempranas, en las cuales el medio circulante se caracteriza por aumento de TAG y
LPS.

En todo caso, las precauciones tomadas durante el proceso de sangrado, parecen
confirmar que los aumentos reportados en otros estudios pudieron deberse a
aportes foraneos derivados de la inflamacién regional derivada de la puncion. No
podria descartarse, sin embargo, que cifras aumentadas pudieran relacionarse
con las actividades antiinflamatorias y de resolucion de la inflamacion que se le
han adjudicado a esta citocina, lo que obliga a analizar con precaucion los
cambios en sus concentraciones circulantes [168].

En presencia de alteraciones metabdlicas (MU), SIO atenua el aumento de LPS al
tiempo que suprime la correlacibn que se habia verificado entre las
concentraciones de LPS y TAG 4 horas post ingesta de HFM. Este hallazgo es
interesante, toda vez que el ingreso de LPS se ha considerado vinculado a la
formaciéon de quilomicrones, los cuales son encargados de transportar los TAG
provenientes de la comida. La atenuacion del aumento de LPS y el cambio de su
dependencia respecto a la concentracién de TAG podrian ser reflejo de la accion
del aceite en intestino, interfiriendo en el ingreso o posterior metabolizaciéon de los
quilomicrones y los LPS que ellos acarrean. En todo caso, este efecto podria
resultar beneficioso en aras de disminuir la endotoxemia postprandial y la ola
inflamatoria derivada, especialmente en presencia de alteraciones metabdlicas.
La expresion de IL-6 en PBMC, por su parte, disminuy6é en este grupo, lo que
resulta coherente con la atenuacién de LPS y con la disminucién de IL-6
circulante. Sumado a lo anterior, en este grupo SIO también actda suprimiendo la
correlaciéon positiva entre la concentracion de LPS y la expresion de IL-6 que se
habia observado con la ingesta de HFM.

En el grupo de personas saludables, la disminucion de IL-6 fue mayor tras el
agregado del aceite, sin embargo no pudo evidenciarse relacién alguna con los
niveles de TAG, LPS o su expresion en PBMC.

Lo anterior sugiere que, en presencia de desordenes metabdlicos, el agregado
del aceite de Sacha inchi pudiera actuar previniendo la expresion de IL-6 en
PBMC, a través de acciones que parecen involucrar el ingreso de LPS, no
obstante esta hipotesis debera ser contrastada en futuros estudios, al igual que las
razones por las que este efecto solo pudo ser observado en personas menos
saludables.
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6. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1. Ademas de los valores en ayunas que evidencian insulinorresistencia,
hipertriacilgliceridemia y mayor concentracion de proteina C reactiva, la presencia
de obesidad abdominal se relaciona con un mayor aumento de glucosa,
insulinorresistencia y triacilglicéridos tras la ingesta de una comida rica en grasas,
situacion en la cual la hipertriacilgliceridemia en ayunas se muestra como uno de
los determinantes del aumento de triacilglicéridos postprandiales. EI consumo de
grasas aumenta los niveles de lipopolisacaridos en  circulacion,
independientemente de la presencia de obesidad, lo que podria contribuir al
desarrollo de inflamacion.

2. El agregado del aceite de Sacha inchi modifica las respuestas metabdlica e
inflamatoria producidas por la ingesta de una comida rica en grasas, pero sus
efectos se relacionan con el estado metabdlico de la persona.

3. El agregado del aceite produce respuestas postprandiales antagonicas respecto
a la sensibilidad a insulina, con mejora de la misma en aquellos sujetos con
estados metabdlicos menos saludables y que experimentaron mayores
incrementos glucémicos luego de la ingesta del alimento rico en grasas. El
mecanismo parece involucrar una mayor expresion de SIRT-1.

4. Los efectos del aceite sobre el mejoramiento del perfil lipidico y la concentracion
de IL-6 parecen resultar mas favorables en los individuos con mejor estado
metabdlico basal.

5. Los efectos del agregado de aceite de sacha inchi sobre variables inflamatorias
parecen estar relacionados con su capacidad para interferir la relacién entre el
aumento de LPS y el incremento de TAG y con la atenuacion del aumento de LPS,
en presencia de alteraciones metabdlicas.

6. La concentracion de IL-6 disminuye tras la ingesta de ambos alimentos, en
mayor proporcion tras el agregado del aceite y en ausencia de alteraciones
metabdlicas. Los cambios de la expresion en PBMC no siempre se reflejan en las
concentraciones circulantes.

7. La inclusion de determinaciones del periodo postprandial, incluyendo los
cambios en expresion genética de leucocitos circulantes, podria aportar nuevas
estrategias en el diagnostico, prevencion y seguimiento de las enfermedades
cardiovasculares.
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ANEXOS

Anexo 1. Entrevista preliminar

Proyecto: “EFECTO DE LA COMPLEMENTACION CON ACEITE DE SACHA INCHI DE
UNA COMIDA RICA EN GRASA SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA E
INFLAMATORIA POSTPRANDIAL Y SU RELACION CON EL ESTADO METABOLICO”
Investigadores: Dra. ISABELLA ECHEVERRI JIMENEZ Ph.D., Investigador principal.
Docente de Tiempo completo Universidad ICESI.

ALICIA NORMA ALAYON MSc., Co-investigadora. Estudiante de Doctorado en Ciencias
Biomédicas de Universidad del Valle. Docente asociado de la Universidad de San
Buenaventura Cartagena.

Institucion Financiadoras: Universidad ICESI-Universidad de San Buenaventura

Cual es el proposito del estudio?

Usted ha sido invitado a participar en el estudio “EFECTO DE LA COMPLEMENTACION
CON ACEITE DE SACHA INCHI DE UNA COMIDA RICA EN GRASA SOBRE LA
RESPUESTA METABOLICA E INFLAMATORIA POSTPRANDIAL EN ADULTOS
SEDENTARIOS CON Y SIN OBESIDAD ABDOMINAL”. Este proyecto de investigacion, a
cargo del grupo Biomédica de la Universidad ICESI, Cali, y del Grupo de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de San Buenaventura, Cartagena, tiene por objetivo
estudiar qué efectos tiene complementar con un aceite rico en acidos grasos
polinsaturados w 3 y w 6 (obtenido de Sacha inchi) sobre indicadores de la salud del
sistema cardiovascular, del sistema de defensa del organismo y del funcionamiento del
pancreas. De acuerdo con la normatividad vigente (Resolucién 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia) el riesgo de esta investigacion es definido como minimo
porque se tomaran muestras biolégicas, mas no por el tipo de exposicién que ya cuenta
con la aprobacién de las agencias correspondientes y se encuentra al acceso de la
poblacion general.

Para ello es importante conocer si usted cumple con unos criterios generales:
Indagar:

1. Edad debe estar entre 27 y 59 afios

2. Que no fume ni haya fumado en los pasados 3 afios

3. Que no realice ejercicio fisico (Que no dediqgue mas de 2,5 horas semanales a la
practica de actividad fisica moderada, o mas de 1 hora de actividad fisica aerdbica
vigorosa cada semana, en sesiones de 10 minutos de duracién.)

4. Que su estado general sea saludable (que indique que no tiene diagndstico de ninguna
enfermedad)

Gracias.

Nota: esta parte de la entrevista se realizard de forma oral y se anotaran los individuos
qgue cumplan con_los 4 criterios mencionados, a quienes posteriormente se los citara
para entrevista completa y firma de cldusula de consentimiento informado.
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Anexo 2. Entrevista definitiva y consentimiento informado

Proyecto: “EFECTO DE LA COMPLEMENTACION CON ACEITE DE SACHA INCHI DE UNA
COMIDA RICA EN GRASA SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA E INFLAMATORIA
POSTPRANDIAL Y SU RELACION CON EL ESTADO METABOLICO”

Investigadores: Dra. ISABELLA ECHEVERRI JIMENEZ Ph.D., Investigador principal. Docente de
Tiempo completo Universidad ICESI.

ALICIA NORMA ALAYON MSc., Co-investigadora. Estudiante de Doctorado en Ciencias
Biomédicas de Universidad del Valle. Docente asociado de la Universidad de San Buenaventura
Cartagena.

Institucién Financiadoras: Universidad ICESI-Universidad de San Buenaventura

Cual es el proposito del estudio?

Usted ha sido invitado a participar en el estudio “EFECTO DE LA COMPLEMENTACION CON
ACEITE DE SACHA INCHI DE UNA COMIDA RICA EN GRASA SOBRE LA RESPUESTA
METABOLICA E INFLAMATORIA POSTPRANDIAL EN ADULTOS SEDENTARIOS CON Y SIN
OBESIDAD ABDOMINAL”. Este proyecto de investigacion, a cargo del grupo Biomédica de la
Universidad ICESI, Cali, y del Grupo de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de San
Buenaventura, Cartagena, tiene por objetivo estudiar qué efectos tiene complementar con un
aceite rico en acidos grasos polinsaturados w 3 y w 6 (obtenido de Sacha inchi) sobre indicadores
de la salud del sistema cardiovascular, del sistema de defensa del organismo y del funcionamiento
del pancreas. De acuerdo con la normatividad vigente (Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia) el riesgo de esta investigacién es definido como minimo porque se tomaran
muestras bioldgicas, mas no por el tipo de exposicidon que ya cuenta con la aprobacién de las
agencias correspondientes y se encuentra al acceso de la poblacién general.

Qué pasara durante el estudio?

Si usted acepta participar en el estudio, se le realizara una entrevista corta y se le mediran el peso,
la talla y la circunferencia de cintura. Se le daran recomendaciones nutricionales y sera citado dos
veces (con una semana de intervalo), en horas de la mafiana y después de un ayuno de 12 horas,
para recibir en cada ocasion uno de dos desayunos (cada uno con una grasa diferente). Durante la
semana entre las dos intervenciones, usted deberd seguir con su dieta habitual y diligenciar un
recordatorio de 24 horas.

Los dias en los que recibira el desayuno, se le tomaran 3 muestras de sangre (una en ayunas, y
las otras dos a la hora y a las 4 horas después del desayuno, y en cada una se tomaran 10 ml de
sangre, aproximadamente) para medir los niveles de glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos y
lipopolisacaridos. La toma de muestras estara a cargo de un/a bacteridlogo/a quién tendra la
colaboracién de una auxiliar. Las muestras seran utilizadas de manera confidencial con fines
Unicamente investigativos para el presente estudio u otros estudios posteriores relacionados.
Después de la Ultima cita usted sera contactado una vez mas via telefénica para concertar una cita
y darle a conocer los resultados de los examenes de laboratorio y las recomendaciones médicas a
seguir en caso necesario.

Cuanto tiempo durard su participacion en el estudio?

A partir del momento en que usted acepte participar en el estudio, pueden pasar entre 1 a 2
semanas para asistir a la primera cita y después de 1 semana asistiria a la segunda cita. Serian en
total entre 3 a 4 semanas en las cuales seguiria durante 2 semanas las recomendaciones
nutricionales proporcionadas previamente y se desplazaria en 2 ocasiones al lugar asignado para
proporcionarle el desayuno y realizar la toma de las muestras de sangre.

Cémo se podria beneficiar si participa en el estudio?

Al finalizar el estudio, se le entregara una copia de los resultados de los examenes de laboratorio
de interés clinico (glucemia, insulinemia y perfil lipidico) asi como una charla explicativa general de
los hallazgos mas relevantes del estudio. Los resultados de sus examenes de laboratorio le
brindaran informacién adicional sobre su estado de salud y las recomendaciones médicas y de
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estilo de vida brindadas le permitiran tener herramientas adicionales para seguir cuidando de su
salud.

Si los resultados del estudio demuestran beneficios derivados de la complementacion de la
alimentacion con este aceite, se promovera su consumo como una alternativa nutricional valiosa
en la prevencion de enfermedades croénicas.

Qué dafios podrian ocurrirle si hace parte del estudio?

Esta investigacién se considera de riesgo minimo, toda vez que incluye la ingesta de alimentos
aprobados para consumo humano, procesados en condiciones que aseguren su inocuidad. El
aceite de Sacha inchi es consumido desde la antigliedad y se proporcionard uno que cuenta con
Registro INVIMA. Cabe mencionar que el aceite de Sacha inchi es considerado por la FDA como
sustancia generalmente reconocida como seguras, (GRAS, por sus siglas en inglés: Substances
Generally Recognized as Safe)

Los exdmenes de sangre son similares a los examenes de rutina y no ocasionaran un riesgo para
su salud, salvo por las molestias propias que puede ocasionar la extraccion de sangre que puede
producir un leve dolor o ardor por el pinchazo y la aparicion de un morado pasajero en el sitio de
puncién. Las pruebas seran realizadas por personal debidamente calificado, con métodos
estandarizados y con las precauciones que aseguren la buena calidad de las muestras con una
minima incomodidad al paciente.

Confidencialidad

La informacion obtenida sera utilizada Unicamente para propdsitos de investigacion. Su nombre no
aparecera en ningun reporte o publicacion. De tomarse fotos, su publicacion serd con fines
académicos y previa edicion de las mismas para proteger su identidad.

Costo de su participacion

Ninguno. El estudio asume el costo de los examenes de laboratorio y los desayunos.

Sus derechos en el estudio

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Si usted no quiere participar o si ya
estando en el estudio se quiere retirar por algin motivo, no tendra ninguna consecuencia.

En caso de que tenga preguntas adicionales sobre el estudio, usted puede contactar a la Dra.
Isabella Echeverri al tel. 555 2334 ext.8142, 8144, en Universidad ICESI-Cali o con la profesora
Alicia Norma Alayoén, al tel 6539595 Ext 202 en la Universidad de San Buenaventura-Cartagena.

Con su firma usted acepta que ha leido este documento, que se han respondido satisfactoriamente
sus preguntas, aclarado posibles dudas y que acepta participar de manera voluntaria en el
presente estudio.

Usted recibird una copia del presente documento.

Nombre Participante Firma
Nombre Testigo Firma
Nombre Encuestador Firma
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Proyecto: “EFECTO DE LA COMPLEMENTACION CON ACEITE DE SACHA INCHI DE
UNA COMIDA RICA EN GRASA SOBRE LA RESPUESTA METABOL’ICA E
INFLAMATORIA POSTPRANDIAL Y SU RELACION CON EL ESTADO METABOLICO”

Investigadores: Isabella Echeverriy Alicia Alayén

Institucion Ejecutora: Universidad ICESI- Cali y Universidad de San Buenaventura-
Cartagena
DATOS DEL PARTICIPANTE

Nombre y apellidos completos:
Cadigo:
Teléfonos de contacto:
Direccién: _

Documento de Identificacion:

Edad: __anos

¢, Edad comprendida entre 27 y 59 afios cumplidos?
Si

No

CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que tenga entre 27 y 59
afos.

¢En algiin momento le han diagnosticado alguna de las siguientes enfermedades?

Dislipidemia familiar___, Sindrome de malabsorcion___, Diabetes__ , Insuficiencia
renal___, Insuficiencia  hepatica___, Cirrosis___,  Hipertensiobn  arterial___,
Dislipidemia___, Insuficiencia cardiaca , |Infarto de miocardio_ , Accidente
cerebrovascular___, Gastritis cronica___, Ulcera gastrica___, Reflujo gastroesofagico
Pancreatitis___, Sindrome de intestino irritable__ , Diverticulitis___, Colecistitis___,
problemas de tiroides___, célculos en la vesicula___.

CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda que NO a
todas.

¢ En algiin momento el médico le ha dicho que usted no puede ingerir grasas?

Si No

Si contesto si, diga por qué razon:

CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda NO

¢ Ingiere usted algun medicamento hipolipemiante? (ejemplo: estatinas, fibratos,...)
Si No

¢Ingiere algan otro tipo de medicamento, vitaminas o suplementos alimenticios
actualmente?

Si No

Si contesto si, diga cuales:
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CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda que NO o
gue responda medicamentos que no tengan accién directa sobre metabolismo de lipidos
o glucidos.

¢ Usted consume alcohol (como cerveza, aguardiente u otro licor) con frecuencia?

Si No

Si contesto si, conteste:

. Qué tipo de bebida alcohdlica bebe mas frecuentemente
. ¢,Con qué frecuencia?:

Semanalmente(0)___ Mensualmente(1) ___ Dos a cuatro veces al mes(2)

Dos o tres veces por semana(3) __ Mas de cuatro veces por semana__ (4)

. ¢, Cuéntos tragos bebe usted en un dia tipico que esté bebiendo:

Uno-dos(0)__ Tres  -cuatro(l1)___ Cinco-seis(2)____ Siete-nueve(3) Diez o
mas(4)

. ¢, Qué tan frecuentemente bebe usted seis 0 mas tragos en una ocasion?
Nunca(0)___ Menos que mensualmente(1)__ Mensualmente (2)

Dos o tres veces por semana(3) __ Mas que 4 veces por semana(4)

CRITERIO DE DECISION: Sume los valores que estan entre paréntesis correspondientes
a las respuestas del participante. Solo ingresa al estudio el paciente que responda que
NO bebe o aquellos que obtengan un puntaje menor o igual a 3.

¢Usted Fuma?

Si No

¢, Consume usted algun “producto de tabaco” es decir preparado totalmente o en parte
utilizando como materia prima hojas de tabaco y destinados a ser fumados, chupados,
mascados o utilizados como rapé?. (CMCT de la OMS, Articulo 1)

Si No

¢Fumo alguna vez?

Si No

Si contesto si, diga hace cuanto dejo de fumar:
En promedio fumaba: cigarrillos/dia

CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda que NO fuma
ni consume productos del tabaco o aquellos que, habiendo fumado, hayan dejado de
hacerlo hace 2 afios.

ESCASA ACTIVIDAD FiSICA (Definicion operacional: dedicacién minima de 150 minutos
semanales a la practica de actividad fisica aerébica, de intensidad moderada, o bien 75
minutos de actividad fisica aerébica vigorosa cada semana, en sesiones de 10 minutos de
duracion, como minimo. Aclaracion: las "actividades fisicas intensas" se refieren a
aquéllas que implican un esfuerzo fisico importante y que causan una gran aceleracion de
la respiracion o del ritmo cardiaco. Por otra parte, las "actividades fisicas de intensidad
moderada” son aquéllas que implican un esfuerzo fisico moderado y causan una ligera
aceleraciéon de la respiracion o del ritmo cardiaco. OMS, Recomendaciones mundiales
sobre la actividad fisica para la salud, 2010.)

¢Practica usted ejercicio fisico regular moderado o intenso como parte de un plan de
ejercitacion regular estructurado?
Si No Si contesté SI, diga cuantos minutos por semana.............
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¢En su tiempo libre o durante su tiempo de trabajo, realiza usted actividades que implican
una aceleracion importante de la respiracion o del ritmo cardiaco como [levantar pesos,
cavar, trabajos de construccion, correr, jugar al futbol] durante al menos 10 minutos
consecutivos?

Si No Si contesto Sl diga cuantas veces por semana
¢Camina usted o usa usted una bicicleta al menos 10 minutos consecutivos en sus
desplazamientos?

Si No Si contesto Sl diga cuantas veces por semana
CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda que NO
realiza ejercicio fisico y aquellos cuya actividad fisica o ejercicio se asocie a menos de
150 minutos a la semana en actividades moderadas o 75 minutos a la semana en
ejercicios vigorosos.

En el dltimo mes, usted ha presentado alguno de los siguientes sintomas?

Vomito___, diarrea___, dolor abdominal_.

Si consulté al médico por alguno de los sintomas anteriores, qué diagnéstico le dieron?
CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda NO o que los
sintomas hayan desaparecido totalmente o que el diagnéstico médico no incluya alguna
de las enfermedades listadas en criterios de exclusion.

¢ Usted sufre o ha sufrido de alguna enfermedad?

Si No

Si contesto6 si, diga cual o] cudles
¢ Usted

ha sido operado?

Si No

Si contestd i, diga qué operacibn 'y hace  cuanto la tuvo

CRITERIO DE DECISION: Solo ingresa al estudio el paciente que responda NO o que la
operaciéon no haya sido de tubo digestivo, vesicula, higado o pancreas

¢, Sus padres o hermanos sufren de dislipidemia?

Si No No sabe

Si contestd si, y lo sabe, diga sus manifestaciones (aumento de colesterol, triglicéridos,
etc.)

CRITERIO DE DECISION: La respuesta a esta pregunta NO afecta la inclusion del
participante. Se anota lo que responda y se considera una variable.

S| CUMPLE CON LOS CRITERIOS INGRESA AL ESTUDIO Y EN ESTE MOMENTO SE
LE SOLICITA QUE FIRME LA CLAUSULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Peso: kg
Talla: cm
Perimetro de Cintura: cm
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Anexo 3. Aval del Comité de Bioética de la Universidad de San
Buenaventura, Cartagena. Colombia.

UNIVERSIDAD DE
SAN BUENAVENTURA
SECCIONAL CARTAGENA

Cartagena de Indias D.T.H. y C. Mayo 13 de 2015

Profesora:
ALICIA ALAYON
Investigadora

Cordial Saludo

El Comité de bioética institucional reunido para analizar la solicitud realizada
por el proyecto: “Efecto de la complementacién con aceite de sacha inchi de
una comida rica en grasa sobre la respuesta metabdlica e inflamatoria
postprandial en adultos sedentarios con y sin obesidad abdominal”, que
usted lidera y de acuerdo a la Resolucidn de Rectoria No R-498 en el articulo
5 literal D que dice “El Comité propenderd por el cumplimiento de la
normatividad legal vigente que reglamenta el proceso y seguimiento de la
aplicacién del Consentimiento Informado en Colombia”. Ha dado el aval a su
solicitud mediante Acta 002 del 12 de mayo 2015, requisito necesario para
poder implementarlo.

Cordialmente,

GIOVANI gzm ) RODRIGO GARCIA ALARCON
Jefe de Investigaciones Docente Delegado CIDEH

Calle Real de Ternera, Diag. 32 No. 30 - 966 - Fax: (5) 653 9592 CALIDAD HUMANA

Colombis Y PROFESIONAL PBX 653 5555  Wwwushcartag
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Anexo 4. Aval del Comité de Etica de la Universidad ICESI, Cali.
Colombia.

A JNIVERSIDAD COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION HUMANA.

[‘A ut
e [CESI UNIVERSIDAD ICESI

Acta de Aprobacién N° 064

Proyecto:

Impacto de la complementacion con aceite de Sacha Inchi de una comida rica en
grasa sobre el nivel de expresidn leucocitaria de shirt-1 y su relacién con la
resistencia a insulina en adultos con y sin obesidad abdominal.

Sometido por: Isabella Echeverri Jiménez.

El Comité de Etica de Investigacion Humana de la Universidad Icesi, creado mediante la
Resolucion de Rectoria No. 763 del 13 de Abril del 2010, se rige por la Resolucién 008430 del
04 de Octubre de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; la Resolucién 2378
de 2008 del Ministerio de la Proteccion Social, por la cual se adoptan las Buenas Précticas
Clinicas para las instituciones que conducen investigacién con medicamentos en seres
humanos; los principios de la Asamblea Medica Mundial expuestos en su Declaracién de
Helsinki de 1964, ultima revision en 2002; y el Cédigo de Regulaciones Federales, titulo 45,
parte 46, para la proteccién de sujetos humanos, del Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos 2000.

Este Comité certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

Resumen del Proyecto Protocolo de Investigacion

:] Formato de consentimiento informado [:l Instrumento de recoleccién de datos

I:I Folleto del investigador (si aplica) I—__] Carta de instrucciones a participantes

l: Resultados de evaluacién por otros comités (si aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité:
3. Segln las categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucién N°

008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el presente estudio tiene la siguiente
Clasificacion de Riesgo:

Sin Riesgo I: Riesgo Minimo l:] Riesgo Mayor del Minimo

4. Que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son
adecuadas.
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5. Laforma de obtener el consentimiento informado de los participantes en el estudio es
adecuada. Segun lo establecido en los articulos 15 y 16 de la Resolucién 08430 de
1993. Con la descripciéon suministrada en la propuesta macro del proyecto se
considera inicialmente que no requiere de un formato escrito para documentar el
proceso de consentimiento informado, puesto que los métodos seleccionados para
recoleccion de informacién permiten clasificar la investigacion en la categoria de
investigacion sin riesgo. Sin embargo, los investigadores se han comprometido, y asi lo
enuncian en la propuesta revisada, a someter el protocolo detallado del estudio de
cohortes que planean desarrollar, junto con las respectivas aprobaciones por los
comités de las instituciones que sean seleccionadas para participar.

6. Este proyecto sera revisado nuevamente en la proxima reunién plenaria del Comité,
sin embargo, el Comité puede ser convocado a solicitud de algin miembro del Comité
o se las directivas institucionales para revisar cualquier asunto relacionado con los
derechos y el bienestar de los sujetos institucionales para revisar cualquier asunto
relacionado con los derechos y el bienestar de los sujetos involucrados en este estudio

7. Informara inmediatamente a las directicas institucionales:
a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensién o terminacion de la aprobacion por parte del Comité.

8. Informard inmediatamente a las directivas institucionales toda informacién que reciba
acerca de:
a. Lesiones a sujetos humanos.
Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas
b. Cualquier cambio o modificaciéon a este proyecto que haya sido revisado y
aprobado por el Comité

9. El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de 1 afio a partir de la fecha de
aprobacion.
Los proyectos de duracién mayor a un afio, deberén ser sometidos nuevamente con
todos los documentos para revision actualizados

10. Elinvestigador principal deberd informar al Comité

a. Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no
podrd iniciarse sin la revisién y aprobacién del Comité excepto cuando sean
necesarios para eliminar peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para los sujetos u otros.

c. Cualquier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrido, al
secretario (a) y al presidente.

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa
riesgo/beneficio para los sujetos participantes
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e. Cualquier decision tomada por otros comités de ética

f. Laterminacién prematura o suspension del proyecto explicando la razén para esto

g. El investigador principal deberd presentar un informe al final del afio de
aprobacién. Los proyectos de duraciéon mayor a un afio, deberan ser sometidos
nuevamente con todos los documentos para revisién actualizados.

s
Firma: \Q""J&’ N s Fecha:

Nombre: Yoseth Ariza-Araujo

10 11 2015

Teléfono: 5552334 ext. 8140
Capacidad representativa: Presidente del Comité de Etica Humana
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Anexo 5: Registro en Clinical Trials

----- Mensaje original-----

De: ClinicalTrials.gov Registration [mailto:reqgister@clinicaltrials.gov]
Enviado el: miércoles, 31 de agosto de 2016 08:44 a.m.

Para: Isabella Echeverri Jimenez

CC.: reqister@clinicaltrials.gov

Asunto: ClinicalTrials.gov Protocol Record CA051356

Message generated by ClinicalTrials.gov Protocol Registration and Results System
Universidad Icesi Protocol Record CA051356, Effectiveness of Sacha Inchi
Supplementation on Postprandial Inflammation, has been reviewed and will
be made public on ClinicalTrials.gov.

RECORDS USUALLY APPEAR ON ClinicalTrials.gov WITHIN 2 BUSINESS
DAYS of the receipt of this message.

QUESTIONS? Contact us at: register@clinicaltrials.gov

Thank you,
PRS Team
ClinicalTrials.gov

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02886169
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Anexo 6. Certificado del curso “Proteccion de los participantes humanos de
la investigacion”

Certificado de finalizacion

La Oficina para Investigaciones Extrainstitucionales de los Institutos

A Macionales de Salud (MIH) certifica que Alicia Alayon ha finalizado con
exito el curso de capacitacion de NIH a traves de Internet “Proteccion
de los participantes humanos de la investigacion”.

Fecha de finalizacion: 02/22/2015

4 Mumero de certificacion: 346147
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Anexo 7. Control de la amplificacion

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 % para determinar los
retrotranscritos amplificados.

Se dispenso el agar en la cuba de electroforesis y se agregaron 2uL de Bromuro
de etidio. Se colocaron los peines y se dejo enfriar. Se retiraron los peines y se
agrego el buffer de corrida. Se cargd en cada pozo 8,3 uL de cada muestra
mezclados con 1,7 uL de buffer de carga. Para el referente de pesos moleculares
se colocaron 2 uL d DNA step Ladder de 25 bp con 5 uL de buffer de carga. Se
realizo la corrida a 80 v.

El primer y dltimos 3 pozos se destinaron a blancos. Fila superior en su orden,
amplificacion de SIRT-1 de las muestras 3A, 11C, 101 A, 105 C y Hela. A
continuacién marcador de pesos moleculares. La banda de SIRT-1 corresponde a
un tamafo de 142 pb. Fila inferior IL-6, igual orden. Tamario de IL-6:101 pb.
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Anexo 8. Estandarizacion de la PCR cuantitativa (QPCR)

e Estandarizacion
1. Validacion uso GAPDH
Se corrieron gPCR para los tres genes en concentraciones 1x, 1/2 x, 1/4 x, 1/8 x y
1/16 x.

A continuacion se muestran los resultados para %2, %2y 1/8. Se decidio trabajar
1/2,5

1/2 1/4 1/8
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e Evaluacién de la Eficiencia

40
. y = -3.6035x + 35.452
R2 = 09747
30 @®euennen..... [ TP ™
............ .............--.
25 @ ..., °. ' egsesr
............. ............B.z..:..o'9957
LT e R )
y = -3.0448x + 24.665
2 _
) R?=0.9897
10
5
0
0 02 04 06 08 ! S
Melt Curve

35
&
A

l
|
|

Derivative Reporter (-Rn)

700 750 800 8.0 2.0 90

Temperature (°C)

Legenc

[-A B McC Mo WE HF Hc HH

Validacién de los amplicones, por electroforesis en agarosa 3%, en buffer TBE
0,5. Se utiliz6 HyperLadder™ 25bp, Bioline, Lot H5-113101, como marcador de
pesos. Buffer de carga Blue/Orange 6X Loading Dye, Ref G190A. Lot
000051462, Promega.
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